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1           UVOD 
Arthrospira platensis, poznana tudi pod komercialnim imenom spirulina, je cianobakterija, 
ki se zaradi svoje zanimive hranilne sestave in pozitivnih učinkov na zdravje dandanes v 
prehrani veliko uporablja. A. platensis predstavlja predvsem pomemben vir esencialnih  
aminokislin (levcin, valin, izolevcin), saj vsebuje visok delež proteinov (55 do 70 %). 
Poleg njih vsebuje tudi ogljikove hidrate, vlaknine, nasičene in nenasičene maščobne 
kisline ter bioaktivne snovi, kot so antioksidanti (fenolne spojine), minerali (predvsem Fe 
in Ca), vitamini (A, E, K, B2, B6, B8 in B12) in barvila (karotenoidi in fikobiliproteini - 
fikocianin). Prav zaradi številnih bioaktivnih snovi, izmed katerih so našo pozornost 
pritegnili antioksidanti, naj bi imelo uživanje mikroalg pozitivne učinke na zdravje. Tako 
naj bi uživanje mikroalg delovalo antitumorno, antivirusno, antialergijsko, zaviralo naj bi 
hipertenzijo in anemijo, krepilo imunski sistem ter zniževalo sladkor in holesterol v krvi 
(Beheshtipour in sod., 2013). Mlečnokislinska fermentacija mikroalg naj bi njihove 
bioaktivne lastnosti še povečala, saj naj bi pri tem procesu prišlo do delne razgradnje 
celične stene (odvisno od vrste mikroalg) in s tem do sprostitve fenolnih spojin. Posledično 
naj bi se povišala tudi antioksidativna učinkovitost mikroalg (Jiang-Gong in sod., 2011). 
Za karakterizacijo spojin iz mikroalg je izrednega pomena učinkovita ekstrakcija, ki je 
pogojena s samim postopkom ekstrakcije in z izbiro topil, ki jih pri tem uporabimo. S 
primerno ekstrakcijo tako pridobimo kar največ bioaktivnih snovi in preprečimo 
razgradnjo ali izgubo le-teh (Michalak in Chojnacka, 2015). 
1.1 NAMEN DELA 
Cilj naloge je bil zagotoviti optimalno ekstrakcijo antioksidantov iz paste A. platensis ter 
primerjati vsebnost fenolnih spojin (SF) in antioksidativno učinkovitost (AOU) ekstraktov 
nefermentirane in fermentirane paste A. platensis. Prav tako smo želeli preveriti, kako se 
ekstrakti med seboj razlikujejo glede na: 
- postopek ekstrakcije (uporaba različnih ekstrakcijskih topil, različnih temperatur in čas 
trajanja ekstrakcije) in  
- postopek priprave biomase (različne šarže žetja, fermentacija z različnimi vrstami 
mlečnokislinskih bakterij rodu Lactobacillus (Lb. plantarum in Lb. brevis) in različno 
trajanje fermentacije). 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
- Predvidevamo da bosta vsebnost SF in AOU v ekstraktih paste A. platensis po 
mlečnokislinski fermentaciji večja kot pred fermentacijo. 
- Predvidevamo, da bosta vsebnost SF in AOU ekstraktov različna glede na število 
stopenj ekstrakcije, način ekstrakcije (ultrazvočna kopel, vodna kopel in stresanje 
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na sobni temperaturi), izbrano ekstrakcijsko topilo, temperaturo in čas trajanja 
ekstrakcije. 
- Predvidevamo, da bosta vsebnost SF in AOU ekstraktov odvisna od uporabe 
različnih vrst fermentacijskih mlečnokislinskih bakterij rodu Lactobacillus (Lb. 
plantarum in Lb. brevis) in od dolžine fermentacije. 
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2           PREGLED OBJAV 
2.1 SPIRULINA (Arthrospira platensis) 
Ime spirulina se v taksonomiji večinoma uporablja za dve vrsti cianobakterij rodu 
Arthrospira, tj. A. platensis in A. maxima (tudi S. platensis, S.maxima). Cianobakterije naj 
bi se razvile že pred približno 3,5 milijardami let in tako predstavljale prvi organizem s 
sposobnostjo fotosinteze, ki je naše ozračje napolnil s kisikom in s tem omogočil razvoj 
življenja. Zaradi njene fotosintezne sposobnosti te cianobakterije uvrščajo tudi med 
mikroalge oziroma modrozelene alge, ki naj bi predstavljale evolucijski most med 
bakterijami in zelenimi rastlinami (Soni in sod., 2017).  
Komercialno je spirulina ime za produkt biološkega izvora, natančneje posušeno biomaso 
cianobakterij vrste A. platensis, ki se uporablja kot dodatek k živilom ali krmi. Vrste 
bakterij Arthrospira so večinoma izolirane iz alkalno slanih voda tropskega in 
subtropskega pasu. Med številnimi vrstami, pripadajočimi rodu Arthrospira, je A. platensis 
daleč najbolj razširjena. Najbolj pogosta je v Aziji, a jo najdemo tudi v Afriki. A. maxima 
je vrsta, ki je razširjena v centralni Ameriki, Kaliforniji in Mehiki (Belay, 2008). Poleg 
omenjenih voda cianobakterije rodu Arthrospira najdemo tudi v drugih okoljih, kot so 
zemlja, pesek, močvirja, morja in sladke vode (Chopra in Bishnoi, 2008). 
 Zgodovina uporabe v prehrani 2.1.1
Prvi zapisi uporabe A. platensis v prehrani segajo v leto 1519. Odkrita naj bi bila v Mehiki 
s strani španskega raziskovalca Hernanda Corteza in konkvistadorjev. Tedanji prebivalci 
Mehike Azteki naj bi cianobakterijo želi iz nekdanjega jezera Texcoco (današnji Mexico 
City), jo sušili in iz nje delali nekakšen kruh, ki so ga prodajali na lokalni tržnici (Belay, 
2008). Podobni zapisi o uporabi A. platensis v prehrani prihajajo tudi iz jezera Čad v 
Afriki. Pierre Dangeard, francoski raziskovalec alg (fikolog), je leta 1940 v bližini jezera 
Čad zapisal, da tam jedo nekakšno torto z imenom Dihe. Dihe je opisal kot filamentno, 
spiralno oblikovano modro algo. Dihe je bil kasneje ponovno odkrit leta 1966 s strani J. 
Leonardsa, ki je potrdil, da je Dihe večinoma sestavljen iz posušene biomase A. platensis. 
Požeta naj bi bila iz alkalno slanega jezera v bližini jezera Čad (Belay, 2008). Prvi 
komercialni proizvodni obrat A. platensis v prehranske namene Sosa Texcoco so v Lake 
Texococu leta 1969 postavili Francozi (Soni in sod., 2017). 
 Morfologija 2.1.2
A. platensis je večcelična filamentna cianobakterija. Pod mikroskopom se vidi 
modrozelene filamente, sestavljene iz valjastih celic, razporejenih v nerazvejane helikoidne 
trihome. Filamenti so gibljivi, tako da drsijo okoli svoje osi. Vijačna oblika trihoma je 
značilnost rodu, medtem ko so spiralni parametri (dolžina in stopnja navijanja) pogojeni z 
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vrsto ali pa inducirani s spremembami okolja. Celična stena je sestavljena iz štirih plasti. 
Zunanji membranski sloj je sestavljen iz materiala, razporejenega linearno, vzporedno z 
osjo trihoma, ki naj bi bil analogen materialu, ki sestavlja celično steno gramnegativnih 
bakterij. Tretji sloj je sestavljen iz proteinskih fibril, spiralno navitih okoli trihomov, 
medtem ko naj bi bil drugi sloj sestavljen iz peptidoglikana. Notranji sloj je prav tako 
sestavljen iz fibril (Chopra in Bishnoi, 2008).  
 Gojenje 2.1.3
Večino znanja o gojenju A. platensis prihaja iz opažanj le-te v naravnem okolju. 
Pomembna je njena prilagoditev na močno alkalne razmere voda (pH do 11). Zahtevno 
kemijsko okolje inhibira rast ostalih alg, zato je v alkalno slanih jezerih tropskega in 
subtropskega pasu populacija alg večinoma sestavljena iz cianobakterij rodu Arthrospira. S 
cianobakterijami rodu Arthrospira so zelo bogata kraterska jezera okoli velikega afriškega 
grebena, kjer je tudi ogromno flamingov, katerim le-ta predstavlja velik del prehrane. 
Jezera naj bi imela najvišjo fotosintetsko produktivnost izmed vseh naravnih sistemov in so 
primerljiva z nekaterimi bazeni za čiščenje voda. Visoka fotosintetska produktivnost je 
rezultat visoke vsebnosti mikroalg v eufotični coni, visoke fotosintetske kapacitete in 
visokih temperatur, presežka raztopljenih anorganskih fosfatov in velike količine 
ogljikovega dioksida (Belay, 2008). 
A. platensis za svojo rast potrebuje ogromno količino svetlobe, hranil in relativno visoke 
temperature. Večina farm se torej nahaja v krajih tropskega podnebja, kjer so dnevi dolgi 
in temperatura večino časa dovolj visoka. Tako lahko zagotovijo nemoteno produkcijo 
mikroalg, kar ima pozitiven vpliv na kakovost končnega produkta. Velik dejavnik 
kakovosti so tudi nihanja temperature okolja, ki imajo negativen vpliv na kakovost. 
Optimalna temperatura rasti A. platensis je od 35 do 38 °C, medtem ko je minimalna 
temperatura, pri kateri mikroalge še rastejo od 15 do 20 °C. Komercialna proizvodnja A. 
platensis je sestavljena iz štirih faz: gojenje, žetje, sušenje in pakiranje. Da bi proizvedli 
spirulino najboljše kakovosti, je potreben natančen rutinski nadzor vseh procesov 
proizvodnje. Proizvodni proces v kontinuirni proizvodnji vključuje gojenje v sistemu 
zaprtega kroga (bazen), v katerem se material stalno reciklira. Edina izguba mase je na 
račun izhlapevanja. Uporablja se kultivacijski sistem, pri katerem se vsak bazen požanje v 
obsegu količine nove rasti zadnjih 24-ih ur. Po žetju se gojišče vrača nazaj v isti bazen 
zaradi optimizacije rasti in tudi sledljivosti proizvodnje. Gojišče se po vsakem žetju tudi 
dohranjuje s hranili, ki so bila porabljena s strani požetih mikroalg. Dodatek hranil je 
določen na podlagi vsakodnevnih kemijskih analiz. Žetje poteka tako, da kulturo skozi cevi 
prečrpajo na sita iz nerjavečega jekla, kjer se kultura odcedi in zgosti. Zgoščeno biomaso 
prenesejo še v vakuumski filter, kjer se odstrani še več vode in nastane gosta pasta. Pasto 
A. platensis nato prečrpajo v razpršilni sušilnik, da odstranijo vso vodo in dobijo fin prah s 
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komercialnim imenom spirulina. Celoten proces od bazena do prahu traja manj kot 15 
minut (Belay, 2008). 
Gojenje se najpogosteje izvaja v velikih krožnih bazenih v obliki tekaške steze (ang. 
raceway ponds) iz betona ali ojačene plastike. Oblika je bila razvita v 50-ih letih prejšnjega 
stoletja in se v živilski industriji pogosto uporablja. Globina bazenov se giblje med 15 in 
40 cm in je pogojena z letnimi časi, gostoto biomase mikroalg in do določene mere z 
želeno biokemijsko sestavo končnega produkta. Mešanje biomase je ključnega pomena. A. 
platensis je flotacijski organizem, ki plava na gladini in tako zasenči spodnje plasti. Z 
mešanjem tako zagotovimo pravilno distribucijo svetlobe v celotni globini bazena. 
Mešanje tudi pospeši raztapljanje in difuzijo hranil ter ohranja enotno temperaturo gojišča. 
Višja kot je hitrost mešanja in s tem razpoložljivost svetlobe, hitrejša je rast. Z mešanjem 
se izognemo tudi združevanju biomase v skupke (Belay, 2008). 
Gojišče za gojenje A. platensis oponaša naravni sistem. Najpogosteje se uporablja gojišče 
Zarouk, ki vsebuje vodo, Na2CO3 in vir dušika, fosforja, železa ter drugih mineralov v 
sledovih. A. platensis gojijo v alkalnem vodnem mediju, bogatem s hranilnimi solmi, saj 
visok pH (do 11) in alkalnost zavirata rast ostalih organizmov. Kljub temu lahko pride do 
kontaminacije z drugimi vrstami alg predvsem, ko je koncentracija A. platensis nizka. Zato 
se z dohranjevanjem gojišča zagotavlja zadostno koncentracijo le-te. Za ohranjevanje čiste 
kulture so potrebne rutinske analize, izmed katerih je najbolj pomembna vsakodnevna 
mikrobiološka analiza (Belay, 2008).  
Pogostost žetja je odvisna od dnevne stopnje rasti, ki je pogojena s količino svetlobe in 
temperaturo. Proizvodni obrat Earthrise iz ZDA v visoki sezoni tako požanje približno 3 
tone A. platensis na dan. Kot smo opisali že predhodno, se kulturo prečrpa skozi serijo sit 
iz nerjavečega jekla, da se ta odcedi in zgosti, filtrat pa se odvaja nazaj v bazen (Belay, 
2008). 
Hitro in pravilno sušenje je ključnega pomena za visokokakovostno proizvodnjo A. 
platensis. Za sušenje biomase je v uporabi veliko različnih sistemov sušenja. Najpogosteje 
je v uporabi sušenje z razprševanjem. Sicer bolj primeren postopek je sušenje z 
zamrzovanjem (liofilizacija), ki pa je zelo drag proces. Kapljice A. platensis razpršijo v 
sušilno komoro le za toliko časa, da iz njih izhlapi voda, tako da je prah visoki temperaturi 
izpostavljen le za nekaj sekund. Tak postopek zagotavlja ohranitev na toploto občutljivih 
hranil, barvil in encimov. Prenizka temperatura sušenja ima lahko negativen vpliv na 
kakovost produkta, saj lahko zaradi previsoke vsebnosti vlage v končnem izdelku pride do 
razvoja bakterij in plesni. V postopku sušenja se ne uporablja konzervansov, dodatkov ali 
stabilizatorjev (Belay, 2008). 
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Pravilno pakiranje in skladiščenje izdelka je zelo pomembno, da zagotovimo visoko 
kakovost produkta. Posušen prah pridelane A. platensis je najpogosteje vakuumsko pakiran 
v za kisik nepropustne vrečke, kar zmanjša možnost oksidacije fikonutrientov. Tako 
zapakiran produkt ima z minimalnimi spremembami v biokemijski sestavi rok uporabe do 
4 leta (Belay, 2008). 
 Hranilne in bioaktivne snovi 2.1.4
A. platensis je mikroalga, bogata s proteini, vitamini, aminokislinami, minerali in drugimi 
hranili. Uporablja se kot dodatek k prehrani, saj vsebuje kar nekaj pomembnih makro in 
mikro hranil, kot so visok delež proteinov (60 – 70 % v suhi snovi (s.s.)), železo, -
linolenska maščobna kislina, karotenoidi ter vitamini B1 in B2. Prav tako naj bi imela 
dodatne farmakološke lastnosti in naj bi izboljšala zdravstveno stanje pri določenih 
alergijah, anemiji, rakavih obolenjih, hepatotoksičnosti, srčno-žilnih boleznih, 
hiperglicemiji, hiperlipidemiji in drugih. Večina teh aktivnosti se pripisuje nekaterim 
sestavinam, ki jih mikroalga vsebuje, kot so omega-3 in omega-6 maščobne kisline, beta-
karoten, alfa-tokoferol, fikocianin in fenolne spojine (Chopra in Bishnoi, 2008). 
2.2 EKSTRAKCIJA RASTLINSKIH MATERIALOV 
Za pridobitev bioaktivnih spojin iz rastlinskega materiala in njihovo uporabo v industrijske 
namene, za njihovo izolacijo, identifikacijo in karakterizacijo so potrebne standardizirane 
tehnike ekstrakcije. Ekstrakcija je pomemben tehnološki proces ločevanja, ki temelji na 
selektivnem prenosu topljencev iz trdnega matriksa v tekoče topilo. Je večkomponentna, 
nestacionarna, heterogena operacija prenosa snovi, ki je ključnega pomena za izolacijo 
naravnih spojin iz rastlin. Različne tehnike ekstrakcije bioaktivnih spojin ostajajo skoraj 
nespremenjene že na stotine let. Za klasične tehnike ekstrakcije (refluksna ekstrakcija, 
maceracija in destilacija) so značilni velika poraba časa in energije, majhna učinkovitost, 
ostanki topil v ekstraktih in relativno visoki stroški ekstrakcije. Zaradi težnje po hitrejši in 
učinkovitejši ekstrakciji so se v zadnjih desetletjih razvile hitrejše in bolj učinkovite 
nekonvencionalne tehnike ekstrakcije (Diaz Reinoso in sod., 2017).  
V nadaljevanju so predstavljene tehnike ekstrakcije, ki so danes najpogosteje v uporabi. 
 Klasične tehnike ekstrakcije 2.2.1
Bioaktivne spojine iz rastlinskih materialov lahko ekstrahiramo z različnimi tehnikami 
klasične ekstrakcije. Večina tehnik temelji na uporabi različnih topil, različnih temperatur 
in mešanja. Med klasične tehnike spadajo toplotno–refluksna ekstrakcija, maceracija in 
destilacija (Azmir in sod., 2013). 
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2.2.1.1 Toplotno–refluksna ekstrakcija (Soxlet) 
Soxletova aparatura za ekstrakcijo je bila razvita s strani nemškega kemika Franz Ritter 
Von Soxleta, leta 1879. Aparatura je bila na začetku namenjena predvsem ekstrakciji 
lipidov, kasneje pa so jo začeli uporabljati za pridobivanje različnih bioaktivnih spojin iz 
različnih naravnih virov. Uporablja se kot model za primerjavo z novimi ekstrakcijskimi 
metodami. Ekstrakcijsko topilo odmerimo v destilacijsko bučko in segrevamo. Pare topila 
izhlapevajo v kondenzator, kjer se utekočinijo. Kondenzat topila nato kaplja na vzorec, 
nanesen v tulec iz debelega filtrirnega papirja, ki je vstavljen v aparaturo. Ko se tulec do 
vrha napolni s topilom, začne topilo z ekstrahiranimi komponentami vzorca s pomočjo 
sifona teči nazaj v destilacijsko bučko in postopek se ponovi. V destilacijski bučki se 
nabirajo ekstrahirane spojine, medtem ko v tulcu ostanejo netopne sestavine vzorca (Azmir 
in sod., 2013). 
2.2.1.2 Maceracija 
Kot tehnika ekstrakcije je postala zanimiva za ekstrakcijo eteričnih olj in bioaktivnih 
spojin, saj je cenovno zelo ugodna. Prvi korak pri maceraciji je mletje vzorca (rastlinskega 
materiala) na čim manjše delce, s čimer povečamo površino, ki bo kasneje prišla v stik s 
topilom. V zaprto posodo z mletim vzorcem dodamo ustrezno topilo in pustimo, da nekaj 
časa ostaneta v kontaktu. Po določenem času sledi ločevanje faz trdno-tekoče, ki jih lahko 
ločimo s filtracijo ali centrifugiranjem. Občasno tresenje oz. mešanje poveča difuzijo topila 
v vzorec, zato lahko s stresanjem povečamo izkoristek ekstrakcije (Azmir in sod., 2013). 
2.2.1.3 Destilacija 
Destilacija je tradicionalna metoda ekstrahiranja bioaktivnih spojin in eteričnih olj iz 
rastlin. Pri tej metodi ekstrakcije se ne uporablja ekstrakcijskih topil. Prav tako lahko 
ekstrakcijo izvajamo brez predhodne dehidracije rastlinskega materiala. Poznamo tri vrste 
hidrodestilacije: destilacija z vodo, destilacija z vodo in vodno paro in destilacija z vodno 
paro. V za to namenjeno posodo najprej stehtamo vzorec rastlinskega materiala. Nato 
dodamo ustrezno količino vode in segrevamo do vrenja. Pri destilaciji z vodno paro se v 
rastlinski vzorec vbrizga vodno paro. Vroča voda in para delujeta kot glavna dejavnika 
sproščanja bioaktivnih spojin iz rastlinskega materiala. S pomočjo kondenzatorja se 
mešanica vode in bioaktivnih komponent utekočini. Kondenzirana mešanica teče iz 
kondenzatorja v separator, kjer se olje oz. bioaktivne spojine ločijo od vodne faze. 
Destilacija je sestavljena iz treh fizikalno-kemijskih procesov: hidrodifuzija, hidroliza in 
razkroj s toploto. Pri visoki temperaturi ekstrakcije lahko pride do izgube nekaterih hlapnih 
komponent, zato metoda ni primerna za ekstrakcijo termolabilnih komponent iz vzorca 
(Vankar, 2004). 
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 Nekonvencionalne tehnike ekstrakcije 2.2.2
Glavne pomanjkljivosti klasične ekstrakcije so predvsem daljši čas ekstrakcije, zahteve po 
čistih (dragih) topilih in njihova velika poraba, nizka selektivnost ekstrakcije in termična 
razgradnja termolabilnih snovi. Zaradi teh dejavnikov je nastala potreba po novih, 
obetavnejših tehnikah ekstrakcije, znanih kot nekonvencionalne tehnike. Najobetavnejše 
od njih so ultrazvočna ekstrakcija, encimska ekstrakcija, ekstrakcija z mikrovalovi, 
ekstrakcija z uporabo električnih pulzov, superkritična ekstrakcija in ekstrakcija pri 
povišanem tlaku. Nekatere od njih se razume kot zelene tehnike, saj v proces vključujejo 
manj nevarne kemikalije, pomožna varnostna topila, uporabo obnovljivih surovin, 
zmanjšanje derivatov, preprečevanje degradacije, boljši izkoristek energije in časovno 
analizo za preprečevanje onesnaževanja (Azmir in sod., 2013). 
2.2.2.1 Ultrazvočna ekstrakcija 
Ultrazvok je posebna vrsta zvočnih valov, ki jih s človeškim ušesom nismo sposobni 
zaznati. Ultrazvok, ki ga uporabljamo v kemiji, običajno vključuje frekvence med 20 kHz 
in 100 MHz. Kot drugi valovi potuje skozi medij in s tem ustvarja njegovo stiskanje in 
širjenje. Proces povzroča pojav, imenovan kavitacija, pri čemer gre za nastajanje, rast in 
porušitev mehurčkov. Pri pretvorbi kinetične energije gibanja mehurčka v segrevanje 
vsebine le-tega, se tvori velika količina energije. Kavitacijski učinek je prisoten le v 
tekočih medijih in v tekočih medijih, ki vsebujejo trdno snov (Azmir in sod., 2013). 
Glavna korist ultrazvočne ekstrakcije se kaže pri trdnih vzorcih rastlinskega materiala, saj 
energija ultrazvočnega valovanja olajša izločanje organskih in anorganskih spojin iz 
rastlinskega matriksa. Princip mehanizma ultrazvočne ekstrakcije naj bi temeljil na tem, da 
z ultrazvokom pospešimo prenos mase in s tem omogočimo lažji dostop ekstrakcijskega 
topila do celičnega materiala rastlin, pri čemer pride do difuzije topila skozi celično steno 
in razlitja celične vsebine po porušenju stene. Dejavniki, ki najbolj vplivajo na samo 
učinkovitost ekstrakcije, so vsebnost vode v vzorcu, stopnja mletja vzorca, velikost delcev 
in izbira ekstrakcijskega topila. Poleg naštetih so za delovanje ultrazvoka pomembni tudi 
temperatura, zvočni tlak in čas sonifikacije. Ultrazvok se prav tako vključuje v različne 
klasične tehnike ekstrakcije, saj naj bi pripomogel k izboljšanju le-teh. Prednosti 
ultrazvočne ekstrakcije vključujejo predvsem zmanjšanje trajanja ekstrakcije, porabe 
energije in porabe topila (Mason in sod., 1996). 
2.2.2.2 Ekstrakcija z uporabo električnih pulzov 
Uporaba električnih pulzov se je v zadnjem desetletju uveljavila kot zelo uporabna za 
izboljšanje procesov stiskanja, sušenja, ekstrakcije in difuzije (Azmir in sod., 2013). 
Postopek temelji na uporabi zunanjih električnih polj, ki inducirajo elektroporezo celičnih 
membran evkariontov in prokariontov. Električni pulzi tako potujejo skozi membrano in na 
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osnovi dipolne narave membranskih molekul le-te ločijo glede na njihov naboj. Po 
prekoračitvi membranskega potenciala, ki znaša približno 1 V, pride do medsebojnega 
odbijanja nabitih membranskih molekul in s tem do tvorbe por v membrani. Nastanek por 
poveča prepustnost membrane, zaradi česar se poveča difuzija topljencev (bioaktivnih 
spojin) skozi celično membrano. Z uporabo te tehnike torej pripomoremo k hitrejši in 
učinkovitejši ekstrakciji znotrajceličnih snovi iz rastlinskega tkiva na račun povečane 
permeabilnosti celične membrane. Učinkovitost uporabe električnih pulzov je odvisna od 
procesnih parametrov, kot so jakost električnega polja, specifičen vnos energije, število 
impulzov, temperatura in lastnosti biološkega materiala. Mehanizem tovrstne ekstrakcije 
ne temelji na toplotnem učinku, zato je primerna metoda za ekstrakcijo termolabilnih 
spojin. Za razliko od drugih netermičnih procesov je hitrejša. Poleg tega se jo lahko 
uporablja kontinuirano (Puértolas, 2010). 
2.2.2.3 Encimska ekstrakcija 
Fitokemikalije so v rastlinskem tkivu lahko v citoplatzmi celic ali pa so z vodikovimi in 
hidrofobnimi vezmi vezane v polisaharidno-ligninsko mrežo celične stene. Te molekule v 
postopku klasične ekstrakcije topilom niso dostopne. Tako je bila encimska predobdelava 
ugotovljena za učinkovit način sproščanja vezanih fitokemikalij (Azmir in sod., 2013). 
Ugotovili so, da z dodajanjem specifičnih encimov (α-amilaze in pektinaze) med 
ekstrakcijo, pride do razbitja celične stene in hidrolize strukturnih polisaharidov in lipidov, 
kar olajša ekstrakcijo omenjenih spojin. Encimsko ekstrakcijo se uporablja predvsem pri 
ekstrakciji olja iz različnih semen, pri čemer se kot ekstrakcijsko topilo, namesto organskih 
kemikalij uporablja vodo. Dejavniki, ki vplivajo na učinkovitost encimske ekstrakcije, so 
sestava in koncentracija encimov, velikost delcev rastlinskega materiala, razmerje trdno-
tekoče in vsebnost vode v rastlinskem materialu ter čas trajanja hidrolize (Nadar, 2018).  
2.2.2.4 Mikrovalovna ekstrakcija 
Ta način ekstrakcije temelji na uporabi energije mikrovalov, s katero v tekočino 
ekstrahiramo topne produkte. Mikrovalovi so del elektromagnetnih valov s frekvenco od 
300 MHz do 300 GHz. Sestavljeni so iz dveh polj, ki nihata pravokotno ena na drugo tako 
kot električno in magnetno polje. Uporaba mikrovalov temelji na segrevanju, ki je 
posledica neposrednega vpliva mikrovalov na polarne snovi. Elektromagnetna energija se 
pretvori v toploto po poti ionske prevodnosti in mehanizma rotacije dipolnih molekul. Ker 
elektromagnetni valovi delujejo na molekule s silo, povzročajo spremembe lokacije in 
vibracije vzbujenih nabojev nekaterih ionov. Dipolne molekule se pričnejo vrteti in 
reorientirati. Slednja pojava povzročita intenzivne trke med atomi in molekulami, pri 
čemer se sprošča toplota. Mehanizem ekstrakcije s pomočjo mikrovalov temelji na ločitvi 
bioaktivnih snovi iz aktivnih mest naravnega matriksa s pomočjo povišane temperature. 
Možna je tudi izvedba s pomočjo povišane temperature in tlaka. Mikrovalovna ekstrakcija 
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je selektivna tehnika za ekstrakcijo manj dostopnih organskih in organokovinskih spojin. 
Prednosti mikrovalovne ekstrakcije so torej hitrejše segrevanje, visoke temperature, manjša 
velikost opreme za ekstrakcijo in večji donos ekstrakta. Zaradi manjše uporabe organskih 
topil se razume tudi kot zelena tehnika. Slabost ekstrakcije z mikrovalovi je ta, da mora 
topilo absorbirati mikrovalove, zato za ta tip ekstrakcije ni primerno vsako topilo (Alupului 
in sod., 2012). 
2.2.2.5 Ekstrakcija pri povišanem tlaku 
Ekstrakcija pri povišanem tlaku ali pospešena ekstrakcija je bila prvič predstavljena leta 
1996 (Richter in sod., 1996). Ekstrakcija temelji na uporabi visokih temperatur (do 200 °C) 
in tlakov (do 200 barov). Instrument za ekstrakcijo je sestavljen iz rezervoarja za topila, 
visokotlačne črpalke, ekstrakcijskega sistema (pečica) in ventila, s katerim se uravnava tlak 
v sistemu. Visokotlačna črpalka uvaja topilo v ekstrakcijsko komoro, v kateri je na 
ekstrakcijski celici nanesen vzorec. Ekstrakcijsko celico se po predhodnem ogrevanju 
napolni s topilom in hrani v peči pri stalni temperaturi in tlaku za določen čas, ki ga 
imenujemo statični čas. Topilo, ki vsebuje ekstrahirane komponente, se zbira v viali, 
nameščeni na koncu ekstrakcijskega sistema. Ekstrakcijsko celico se nato spere in očisti z 
dušikom. Ti koraki skupaj predstavljajo cikel, ki ga je možno ponoviti večkrat. Skupni čas 
ekstrakcije je običajno 15 – 45 minut. Parametri, ki vplivajo na učinkovitost ekstrakcije, so 
torej ekstrakcijska topila, temperatura, tlak, čas ekstrakcije, število ciklov in masa vzorca 
(Nieto in sod., 2010). Ibañez in sod. (2012) poročajo, da v primerjavi s klasičnimi načini 
ekstrakcije kombinirana uporaba visokih tlakov in temperatur zagotavlja bistveno hitrejšo 
ekstrakcijo z bistveno manjšo porabo topil. Tako naj bi se 20-minutna ekstrakcija pri 
povišanem tlaku z 10 – 50 mL ekstrakcijskega topila lahko enačila z 10 – 48-urno klasično 
ekstrakcijo, pri kateri je poraba topila kar 300 mL. 
2.2.2.6 Superkritična ekstrakcija 
Že pred več kot sto leti so ugotovili, da so superkritične tekočine odlična topila. 
Superkritična ekstrakcija se je v zadnjih letih uveljavila kot učinkovita tehnika ekstrakcije 
na mnogih področjih. Najpomembnejše področje uporabe vključuje ekstrakcijo aktivnih 
snovi iz rastlinskih materialov (Lang in Wai, 2001). Vsaka zemeljska snov ima tri osnovna 
stanja: trdno, tekoče in plinasto. Ko je neka snov izpostavljena temperaturi in tlaku nad 
svojo kritično točko, ta preide v superkritično stanje. V kritični točki sta gostoti plina in 
tekočine enaki; fazna meja izgine. Nad kritično točko plina torej ni več mogoče utekočiniti, 
saj se med molekulami zaradi njihove velike kinetične energije ne morejo vzpostaviti vezi. 
Tako dobimo superkritično tekočino, ki predstavlja stanje med tekočino in paro. Zaradi 
mešanice lastnosti plinov (difuzija, viskoznost in površinska napetost) in lastnosti tekočin 
(gostota, sposobnost topljenja) je supekritična tekočina odlična za hitrejšo in donosnejšo 
ekstrakcijo spojin (Azmir in sod., 2013). Za namene superkritične ekstrakcije se kot 
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ekstrakcijsko topilo najpogosteje uporablja ogljikov dioksid (CO2). CO2 je namreč 
stroškovno učinkovit. Njegove kritične razmere so lahko dosegljive (30,9 °C in 73,8 
barov). Poleg tega ima tudi status »splošno prepoznan kot varen« (ang. Generally 
Recognized As Safe, GRAS) za uporabo v živilski industriji. Prednost uporabe 
superkritičnega CO2 je tudi pridobitev čistih ekstraktov (brez topil) saj se po končani 
ekstrakciji zaradi sprostitve tlaka iz sistema CO2 pretvori iz tekočine v plin. Glavna 
pomanjkljivost superkritičnega CO2 je njegova majhna polarnost, ki pa jo je mogoče 
odpraviti z uporabo polarnih modifikatorjev ali z dodatkom bolj polarnih topil. Tako že 
majhen odstotek (1 – 10 %) dodatka metanola poveča njegov obseg ekstrakcije in 
vključuje več polarnih analitov (Ibañez in sod., 2012). Glavne prednosti superkritične 
ekstrakcije so: (1) manjša viskoznost in boljša difuzija topila, zaradi česar lahko 
učinkoviteje prodre v porozne snovi in posledično povzroči hitrejši prenos snovi kar 
povzroči hitrejšo ekstrakcijo, (2) stalen pretok svežega topila, ki zagotovi popolno 
ekstrakcijo snovi, (3) regulacija topilne moči tekočine s spreminjanjem temperature in 
tlaka, s čimer dosežemo visoko selektivnost, (4) enostavno odstranjevanje topila z 
depresuriranjem, zaradi česar postopek koncentracije vzorca, ki je dolgotrajen in pogosto 
povzroči izgubo hlapnih komponent, ni potreben, (5) izvedba pri nizkih temperaturah, ki 
pomeni, da je postopek primeren tudi za ekstrakcijo termolabilnih snovi, (6) manjša 
količina vzorca, (7) uporaba manj za okolje škodljivih organskih topil, (8) neposredna 
povezava s kromatografskimi metodami, zaradi česar lahko neposredno določimo in 
kvantificiramo tudi zelo hlapne spojine ter druge (Lang in Wai, 2001). 
2.3 ANTIOKSIDANTI  
Kisik je za preživetje aerobnih organizmov ključnega pomena. Prav tako je zaradi njegove 
povezanosti s tvorbo  reaktivnih kisikovih zvrsti (RKZ) in povzročanjem oksidativnega 
stresa za te organizme lahko tudi strupen. RKZ se tvorijo pri procesu celičnega dihanja in 
drugih biokemijskih reakcijah v celicah. Za svoje preživetje organizmi proizvajajo 
antioksidante, ki nastale RKZ nevtralizirajo. Za zdravo življenje je pomembno ravnovesje 
med antioksidanti in RKZ. Če antioksidacijski mehanizem telesa ne deluje pravilno, lahko 
RKZ poškodujejo različne biomolekule, vključno z lipidi, proteini in nukleinskimi 
kislinami (Dasgupta in Klein, 2014). 
 Oksidativni stres  2.3.1
Oksidativni stres je posledica daljše izpostavljenosti organizma oksidantom (najpogosteje 
RKZ), zmanjšanja antioksidativne sposobnosti ali kombinacije obeh (Abram, 2000). RKZ 
vključujejo superoksidni (O2
-·), hidroksilni (HO·), hidroperoksilni (HOO·), alkoksilni 
(RO·) in peroksilni radikal (ROO·), singlentni kisik (O2
*
), ozon (O3) in vodikov peroksid 
(H2O2).Prosti radikali so atomi ali molekule, ki vsebujejo enega ali več neparnih 
elektronov. Zaradi neparnih elektronov so radikali nestabilni in zelo reaktivni. Nastajajo na 
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dva načina: z oddajanjem ali sprejemanjem elektronov od drugih molekul in se tako 
obnašajo kot oksidanti oz. reducenti ali pa v procesu homeolitične cepitve vezi (Dasgupta 
in Klein, 2014). RKZ nastajajo pri endogenih procesih v organizmu, kot so mitohondrijsko 
celično dihanje, avtooksidacija, redoks reakcije, encimske reakcije, reakcije s kovinskimi 
ioni in radikalske reakcije vnetnih procesov. Eksogeni dejavniki, ki vplivajo na tvorbo 
RKZ, so onesnaženost zraka, kajenje, nekatera zdravila, industrijske kemikalije in 
izpostavljenost različnim sevanjem (Lobo in sod., 2010).  
RKZ v največji meri nastajajo v procesu dihanja v mitohondrijih. Kisik iz zraka (O2) 
sprejema elektrone iz citokromov vzdolž elektronske transportne verige. Reakcija poteka s 
prenosom 4 elektronov in 4 protonov. Kisik se s pomočjo encima citokrom oksidaza 
reducira do vode: 
O2 + e
-
 → O2
·-
 + e
-
 → H2O2 + e
-
 → HO· + e- → H2O                                          ...(1) 
Ker proces ni popolnoma učinkovit, lahko nekateri elektroni pobegnejo iz sistema, kar vodi 
v nastanek superoksidnega aniona (O2
·-
). Z adicijo elektrona se slednji reducira do 
vodikovega peroksida (H2O2). S Fentonovo reakcijo se relativno nereaktiven H2O2 ob 
prisotnosti železovih (Fe2+) in bakrovih (Cu+) ionov spremeni v hidroksilni radikal (HO·), 
ki je izredno škodljiv (Burgeois, 2003; Pečar in Mravljak, 2015). 
Lipidi so glavna tarča oksidacije, ki jo povzročajo RKZ. Peroksidacija fosfolipidov 
povzroči poškodbe v tekočnosti in prepustnosti celične membrane. Gre za vrsto verižnih 
reakcij. Alkilni deli fosfolipidov se v večstopenjskih procesih ob porabi kisika pretvarjajo 
v alkane, mono– in di– aldehide, epokside in ketone. S tem se dolga alkilna veriga 
maščobnih kislin postopoma krajša, pri čemer nastajajo manjše in bolj polarne spojine. Te 
spojine difundirajo iz celične membrane v notranjost celice, v tkiva in po telesu. Nastali 
aldehidi in epoksidi lahko reagirajo z nukleofilnimi skupinami proteinov (–SH, –NH2 in –
OH) in nukleofilnimi deli purinov in pirimidinov v DNA. Zaradi tega je lahko lipidna 
peroksidacija eden glavnih vzrokov za degenerativna obolenja in mutacije DNA v jedru 
(Pečar in Mravljak, 2015).  
Obstajajo trije načini oksidacije proteinov: oksidacija specifične aminokisline, cepitev 
peptidov in tvorba proteinske navzkrižne povezave zaradi reakcije s produkti oksidacije 
lipidov. Na oksidacijo najbolj občutljivi so proteini, ki vsebujejo aminokisline cistein, 
metionin, arginin in histidin. Sprememba proteinov, ki jo povzroči oksidacija s prostimi 
radikali, poveča občutljivost le-teh za encimsko proteolizo, saj vpliva na aktivnost 
encimov, receptorje in membranski transport. Zaradi oksidativnih poškodb lahko proteini 
vsebujejo zelo reaktivne skupine, ki povzročijo poškodbe membrane in številnih celičnih 
funkcij. Oksidacijski stres proteinov in aminokislin povzročajo predvsem hidroksilni 
radikali. Pri oksidaciji proteinov z RKZ nastajajo karbonili, pri oksidaciji aminokislin pa 
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metionin sulfoksid, proteinski karbonili in proteinski peroksid. Oksidacija proteinov 
negativno vpliva na spremembo mehanizma signalizacije, aktivnost encimov, toplotno 
stabilnost proteinov in dovzetnost le-teh za proteolizo, kar vodi k staranju organizma 
(Lobo in sod., 2010).  
Mitohondrijska DNA je bolj občutljiva na oksidacijo kot jedrna DNA, saj mitohondrijsko 
dihanje ustvarja RKZ. Pri procesu staranja in rakavih obolenjih nastajajo mutacije 
mitohondrijske DNA; oksidativna fosforilacija se zmanjšuje; prav tako se pojavi 
neravnovesje pri nastajanju antioksidativnih encimov, zaradi česar se poveča proizvodnja 
RKZ (Dasgupta in Klein, 2014). 
V manjših koncentracijah so RKZ potrebni za rast celic in celičnih struktur. Delujejo tudi 
kot obrambni mehanizem proti tujkom. Obrambo telesa pred RKZ in drugimi oksidanti 
predstavljajo antioksidanti, ki jih lahko sintetizira organizem sam ali pa jih v telo vnesemo 
z živili (Pham-Huy in sod., 2010). 
 Vloga antioksidantov 2.3.2
Antioksidanti so molekule, ki zavirajo in preprečujejo oksidacijo. Njihovo antioksidativno 
delovanje zajema vrsto različnih mehanizmov, kot so zaviranje radikalskih verižnih 
reakcij, lovljenje iniciatorjev peroksidacije, dušenje singlentnega kisika, keliranje kovin in 
zmanjševanje koncentracije kisika. Glede na raznolike mehanizme delovanja niso vse 
molekule enako učinkovite. Tako so npr. fenolne kisline učinkovite pri lovljenju prostih 
radikalov, niso pa dobri kelatorji, medtem ko flavonoidi posedujejo oba mehanizma 
delovanja. Najučinkovitejši so tisti antioksidanti, ki lahko prekinejo verižne reakcije 
prostih radikalov. Ti antioksidanti delujejo kot reducenti, ki v reakcijah z prostimi radikali 
oddajo vodikov atom. Pri reakciji nastane stabilen radikal, ki ni več sposoben nadaljevati 
oksidacije. Ko antioksidant odda elektron ali vodikov atom, lahko ta sam postane oksidant, 
ki bi potencialno lahko odvzel elektron ali vodikov atom kakšni celični sestavini. Do 
reakcije med radikalom antioksidanta in celičnimi sestavinami običajno ne pride, ker je 
reakcija z drugim antioksidantom hitrejša. Kljub temu se nekateri antioksidanti spremenijo 
v oksidante (npr. tokoferilni radikal) in tako postanejo prooksidanti (Pečar in Mravljak, 
2015; Brewer, 2011). Antioksidanti zavirajo oksidacijo tudi z odstranjevanjem 
katalizatorjev nastanka RKZ (Lobo in sod., 2010). 
Procesi oksidacije se ne dogajajo le v telesu, temveč tudi v živilih. Oksidacija zmanjšuje 
sprejemljivost živil, saj se pri procesu tvorijo nizkomolekularne spojine, ki negativno 
vplivajo na okus in aromo živila. Prav tako pride do uničenja esencialnih hranilnih snovi in 
tvorbe toksičnih spojin. Oksidacijo v živilih je mogoče zmanjšati z odstranjevanjem 
prooksidantov, oksidiranih spojin in z zaščito živila pred svetlobo. Proces lahko omejimo 
tudi s primerno embalažo, ki prepreči dostop kisika do živila. Ker omenjenih pogojev ni 
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tako enostavno doseči, se v živila dodaja tudi antioksidante. Antioksidanti že v majhnih 
koncentracijah učinkovito zmanjšujejo oksidacijo navkljub višjim vsebnostim lipidov in 
proteinov v živilih. V živilih so lahko naravno prisotni v ali pa so tem dodani pred, med ali 
po obdelavi. Ti morajo izpolnjevati določene pogoje, kot so primerna cena, ne smejo biti 
toksični, morajo biti stabilni, učinkoviti pri nizkih koncentracijah in ne smejo spremeniti 
izgleda, okusa ali teksture samega živila. Njihova učinkovitost je odvisna od koncentracije, 
polarnosti, medija in prisotnosti drugih antioksidantov (Choe in Min, 2009). 
 Delitev antioksidantov 2.3.3
Glede na način delovanja antioksidante delimo na primarne in sekundarne. Primarni so 
tisti, ki reagirajo neposredno s prostimi radikali, jim oddajo svoj elektron ali vodikov atom 
in jih tako stabilizirajo: 
R· + AH → RH + A·                                                                                            ...(2) 
Sekundarni antioksidanti upočasnjujejo proces oksidacije na različne načine, a ne reagirajo 
neposredno s prostimi radikali in jih na ta način stabilizirali. Njihove funkcije so keliranje 
in deaktivacija prooksidativnih kovin, regeneracija primarnih antioksidantov s 
posredovanjem vodikovega atoma, razgradnja vodikovega peroksida do neradikalnih vrst, 
deaktivacija singlentnega kisika, absorbcija UV sevanja in druge. Delujejo sinergistično, 
saj izboljšujejo antioksidativno učinkovitost primarnih antioksidantov (Reische in sod., 
2002).  
Antioksidante lahko razdelimo tudi glede na učinkovitost in zastopanost v organizmu. 
Najučinkovitejši so endogeni antioksidanti, encimi, katerih glavni predstavniki so 
superoksid dismutaze (SOD), katalaze in peroksidaze. Sledijo jim t. i. »blažilci šoka« 
albumin, transferin in sečna kislina, ki so v krvi in drugih tkivih prisotni v visokih 
koncentracijah. V tretjo skupino spadajo esencialne spojine, med katere spadajo vitamini, 
mikroelementi, elementi v sledovih in aminokisline. Najmanj učinkovita skupina obsega 
različne spojine predvsem rastlinskega izvora, kot so karotenoidi in fenolne spojine. 
Antioksidanti lahko razdelimo tudi glede na polarnost. Lipofilni antioksidanti so zastopani 
predvsem v celičnih membranah in lipoproteinih. Med njih spadajo vitamin E in vitamin 
Q10. Hidrofilni antioksidanti (npr. vitamin C) so prisotni v vodnih raztopinah, medtem ko 
so amfifilni topni v vodi in maščobi (npr. lipojska kislina, glutation). Glede na izvor jih 
delimo na endogene in eksogene. Endogeni so tisti antioksidanti, ki jih je telo sposobno 
samo sintetizirati (npr. encimi, proteini). Eksogeni antioksidanti pa so tisti, ki jih v naše 
telo vnesemo s hrano. Najpomembnejši med njimi so fenolne spojine, askorbinska kislina 
(vitamin C), tokoferol (vitamin E) in karotenoidi (Pečar in Mravljak, 2015). 
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 Antioksidanti v mikroalgi A. platensis 2.3.4
Reaktivne kisikove zvrsti (RKZ) povzročajo poškodbe lipidov, proteinov, celične 
membrane in nukleinskih kislin, zaradi katerih lahko pride do različnih kroničnih obolenj. 
Številne študije so dokazale, da lahko z vnosom vitaminov, mineralov in drugih hranil telo 
zaščitimo pred RKZ in se s tem izognemo številnim boleznim. Zato se je uporaba 
antioksidativnih prehranskih dopolnil v zadnjih desetletjih močno povečala. Prav tako kot 
rastline so tudi mikroalge razvile mehanizme obrambe proti RKZ, ki vključujejo tvorbo 
antioksidantov. Njihova biotska raznovrstnost, enostavnost gojenja in modulacija pogojev 
rasti so pomembni dejavniki, ki nakazujejo, da se mikroalge lahko uvrstijo v sam vrh 
naravnih virov z visokim antioksidativnim potencialom (Giorgis in sod., 2017). 
Najpomembnejši antioksidant A. platensis je vodotopni pigment – fikocianin. Poleg 
fikocianina A. platensis vsebuje tudi fenolne spojine, karotenoide, antioksidativne encime, 
kot so superoksid dismutaza, katalaza in peroksidaza (Ismaiel in sod., 2016) ter vitamin E 
in C (Beheshtipour in sod., 2013). Mehanizmi antioksidativne aktivnosti A. platensis 
vključujejo lovljenje RKZ, inhibicijo peroksidacije lipidov in modulacijo encimske 
aktivnosti (Chopra in Bishnoi, 2008). 
Fikocianin je kompleks med barvilom in proteinom, ki spada v družino fikobiliproteinov. 
Fikobiliproteini služijo kot pomožni pigmenti, ki poleg klorofila sodelujejo pri fotosintezi 
cianobakterij (Lauceri in sod., 2018). Fikocianin je spojina, ki ima v cianobakterijah vrste 
A. platensis največjo antioksidativno učinkovitost. Antioksidativni mehanizem fikocianina 
se kaže v lovljenju peroksilnih in hidroksilnih radikalov. Tako učinkovito preprečuje 
peroksidacijo lipidov. Prav tako naj bi reagiral z drugimi patološkimi oksidanti, kot sta 
hipoklorova kislina (HOCl) in peroksinitrit (ONOO
-
). Fikocianin deluje tudi kot kelator, 
saj zavira lipidno peroksidacijo mikrosomov, inducirano z železovimi ioni. Poleg 
antioksidativnih mu pripisujejo tudi protivnetne, nevroprotektivne in hepatoprotektivne 
učinke (Romay in sod., 2003).  
Fenolne spojine, so spojine, ki vsebujejo najmanj en fenolni aromatski obroč z vsaj eno 
hidroksilno skupino (–OH) (Abram, 2000). Sinteza fenolnih spojin večinoma poteka po 
sintezni poti šikiminske kisline. Prekurzorji enostavnih ogljikovih hidratov se pretvarjajo v 
aminokislini fenilalanin in tirozin, ki sta prekurzorja nastanka fenolnih spojin. Fenilalanin 
Slika 1:  Kemijska formula C-fikocianina (Asghari in sod., 2016) 
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se najprej pretvori v cimetno kislino, ta pa naprej v stilbene, flavonoide, procianidine, 
antocianidine in druge skupine fenolnih spojin (Santana-Gálvez in Jacobo-Velázquez, 
2018; Saltveit, 2010; Lin in sod., 2016). Fenolne spojine delujejo kot antioksidanti na več 
načinov. Hidroksilne skupine, vezane na aromatski obroč, so donorji vodika, ki reagira z 
RKZ. Fenoli imajo tudi zmožnost keliranja kovinskih ionov, ki so vključeni v sintezo 
prostih radikalov. Hidroksilne skupine, vezane na hidrofobne benzenske obroče fenolnih 
spojin, imajo tendenco tvorbe vodikovih vezi s proteini, zato lahko fenolne spojine zavirajo 
delovanje nekaterih encimov, ki sodelujejo pri nastajanju prostih radikalov. Poleg tega 
fenolom pripisujejo sinergistični učinek z drugimi antioksidanti, kot so askorbinska kislina, 
β-karoten in α-tokoferol, ter uravnavanje ravni glutationa v celicah (Pereira in sod., 2009). 
Večina delitev fenolnih spojin temelji na kemijski strukturi molekul. Tako se fenolne 
spojine lahko razvrstijo na štiri različne načine: (1) flavonoidi in ne-flavonoidi, (2) glede 
na število aromatskih obročev, (3) glede na število C-atomov in (4) glede na osnovno 
kemijsko strukturo, ki vključuje atome (npr. C, H, O), funkcionalne skupine (npr. 
aromatske obroče, hidroksilne skupine, keto skupine), nasičenost (npr. enojne vezi, dvojne 
vezi), vrste vezi (npr. kovalentna, ionska). Druge metode klasifikacije temeljijo na številu 
hidroksilnih skupin, razporeditvi ali topnosti (Santana-Gálvez in Jacobo-Velázquez, 2018). 
Mikroalga A. platensis predstavlja odličen vir fenolnih kislin, kot so salicilna, cimetna, 
transcimetna, galna, klorogenska, p-hidroksibenzojska, kavna, vanilinska in ferulna kislina 
(Abd El-Baky in sod., 2009; Denardi de Souza in sod., 2015). 
Karotenoidi so skupina pigmentov, ki igrajo pomembno vlogo pri zaščiti rastlin in alg pred 
fotooksidacijo, saj omogočajo absorbcijo in prenos svetlobe na klorofil. Najpomembnejši 
predstavnik karotenoidov je β-karoten, ki je prekurzor vitamina A. Antioksidativni značaj 
karotenoidov gre pripisati konjugiranim dvojnim vezem v njihovi kemijski strukturi. 
Karotenoidi delujejo kot lovilci singletnega kisika in peroksilnih radikalov. Pomemben del 
predstavlja tudi antioksidativno učinkovanje vitamina A. V sinergizmu z ostalimi 
antioksidanti imajo karotenoidi večjo antioksidativno učinkovitost kot bi jih imeli sami 
(Stahl in Sies, 2003). Mikroalga A. platensis vsebuje do 2000  IU/g (1800 mg/g) suhe 
biomase β-karotena. Poleg tega pa je bogata tudi z drugimi pomembnimi karotenoidi, kot 
sta zeaksantin in betakriptoksantin (Asghari in sod., 2016). 
Mikroalga A. platensis vsebuje številne antioksidativne encime, kot so superoksid 
dismutaze, katalaze in peroksidaze. Vsebuje visoko vsebnost superoksid dismutaze, ki ima 
pomembno vlogo pri odstranjevanju prostih radikalov (Asghari in sod., 2016). 
Tokoferol ali vitamin E je najpomembnejši antioksidant, topen v maščobi. Obstaja v osmih 
različnih oblikah. Za naše telo najpomembnejša oblika je α-tokoferol, ki je najbolj aktivna. 
Vitamin E ščiti membranske lipide pred oksidacijo z lovljenjem prostih radikalov in ostalih 
RKZ. Je donor vodikovih atomov, ki z oddajo atoma sam postane radikal. Kot smo že 
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omenili, je vitamin C tisti, ki poskrbi za stabilizacijo tokoferilnih radikalov, zato je njuno 
sinergistično delovanje izrednega pomena za antioksidativno zaščito telesa (Traber in 
Atkinson, 2008). Mikroalga A. platensis vsebuje med 0,011 in 0,014 mg/g suhe biomase 
tokoferola (Mendiola in sod., 2008). 
 Antioksidativne lastnosti mikroalge A. platensis 2.3.5
Wang in sod. (2007) poročajo o antioksidativni učinkovitosti ekstraktov A. platensis, 
pridobljenih s superkritično tekočinsko ekstrakcijo. Ti naj bi vsebovali 85,1 g/kg 
flavonoidov, 77,8 g/kg β-karotenov, 113,2 g/kg vitamina A in 3,4 g/kg α-tokoferolov, ki 
poleg fikocianina močno pripomorejo k antioksidativni funkciji ekstraktov A. platensis. 
Miranda in sod. (1998) so preučevali antioksidativno učinkovitost ekstraktov A. maxima. 
Poročajo, da naj bi bile za antioksidativne lastnosti le-te odgovorne organske kisline, kot so 
kavna, klorogenska, kinična, salicilna in druge. 
Po poročanju Chopra in Bishnoi (2008) so Manoj in sod. (1992) ugotovili, da naj bi 
alkoholni ekstrakti A. platensis inhibirali (65 % inhibicija) oksidacijo lipidov bolj 
učinkovito od drugih antioksidantov, kot so α-tokoferol (35 %), butil hidroksianisol (45 %) 
in beta-karoten (48 %). Vodni ekstrakti A. platensis (76 %) pa naj bi imeli višji 
antioksidativni učinek kot galna (54 %) in klorogenska kislina (56 %). Poleg tega so 
odkrili še nekaj zanimivega, in sicer da naj bi vodni ekstrakti tudi po odstranitvi 
polifenolov kazali visoko antioksidativno učinkovitost. To gre najverjetneje pripisati 
pigmentom – fikobiliproteinom. 
Golmakani in sod. (2018) so raziskovali vpliv A. platensis kot vira naravnih antioksidantov 
na oksidacijo olja Kilka. Cilj študije je bil oceniti, kakšen učinek je imel ekstrakt A. 
platensis na oksidacijo olja v primerjavi z učinki beta-karotena in butiliranega 
hidroksitoluena (BHT). Vzorci olja z dodanim z ekstraktom A. platensis so pokazali znatno 
nižje antioksidativne vrednosti, manjše količine peroksidov in p-anizidina, ki so indikatorji 
oksidacije olja. Ekstrakt A. platensis je za kar 39 % povišal čas oksidacijske stabilnosti 
olja, medtem ko je BHT povišal ta čas za 35,5 %, najmanj pa β-karoten (18 %).  
Shabana in sod. (2017) so A. platensis obsevali z gama žarki v različnih dozah. Ugotovili 
so, da lahko z radiacijskimi dozami do 2,0 kGy stimulirajo tvorbo antioksidantov. 
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3           MATERIAL IN METODE 
3.1 BIOMASA CIANOBAKTERIJ (Arthrospira platensis) 
Biomasa A. platensis je bila pridobljena s strani podjetja Algen d.o.o., gojena in požeta pa 
na farmi spiruline Severino Becagli v Toskani. Uporabili smo biomaso iz dveh šarž žetja, 
in sicer biomaso 2 in biomaso 3, ki sta bili požeti dne 10.11.2017 in 26.1.2018. Nativna 
biomasa A. platensis s 23 % suhe snovi je bila predhodno razredčena s fiziološko raztopino 
(FR) v razmerju 1 : 1 (10 g biomase in 10 mL FR), kar smo poimenovali pasta. Pri našem 
poskusu smo uporabili nefermentirano pasto in pasto, ki je fermentirala različno dolgo (24 
, 48 in 72 ur) z dvema vrstama mlečnokislinskih bakterij (Lb. plantarum ali Lb. brevis, 
inokulum je bil 1 % (v/v)) (magistrska naloga Nik Mahnič). Slika 2 prikazuje 
nefermentirano in fermentirano pasto A. platensis. 
3.2 REAGENTI 
Reagenti, uporabljeni za analize, so bili analitsko čisti. 
- Etanol 96 % (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- Folin-Ciocalteu reagent (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- Natrijev karbonat – Na2CO3 (Merck, Nemčija) 
- Galna kislina – 3,4,5-trihidroksibenzjska kislina monohidrat (Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
- Troloks – 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kislina (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
Slika 2: Pasta A. platensis (NF - nefermentirana pasta, F - fermentirana pasta) 
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- Metanol (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- DPPH· – 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- DMSO – dimetil sulfoksid (Merck, Nemčija) 
3.3 APARATURE 
- Tehtnica Mettler Toledo AT201 (Švica) 
- Centrufuga Centric200 (Tehtnica, Slovenija) 
- Centrifuga Centric322A (Tehtnica, Slovenija) 
- UV- VIS Spektrofotometer 89090A (Agilent, ZDA) 
- Magnetno mešalo RotaMix S-10 (Tehtnica, Slovenija) 
- Vrtinčnik 
- Rotavapor R-215 (Buchi, Švica) 
- Liofilizator ALPHA 1-2 / LD Plus (CHRIST, Nemčija) 
- Vodna kopel s stresanjem SW-21C (Julabo, Nemčija) 
- Ultrazvočna kopel 
- Stresalnik 
3.4 PRIPRAVA EKSTRAKTOV MIKROALGNE BIOMASE 
 Optimizacija ekstrakcije 3.4.1
Nefermentirano in fermentirano pasto (48 h) smo v razmerju 1 : 3 zmešali z različnimi 
ekstrakcijskimi topili. Kot ekstrakcijska topila smo uporabili destilirano vodo (dH2O), 
mešanico 96 % etanola in dH2O v razmerju 70 : 30 (v/v) in 96 % etanol. Ekstrakcija je 
potekala na tri načine: v ultrazvočni kopeli, v vodni kopeli pri različnih temperaturah in pri 
sobni temperaturi s stresanjem. Ekstrakcijo smo izvajali dvostopenjsko in enostopenjsko. 
Enostopenjsko ekstrakcijo smo izvajali le z dH2O. Shema optimizacije ekstrakcije je 
prikazana v Prilogi A.   
3.4.1.1 Ekstrakcija v ultrazvočni kopeli  
V 15 mL plastične centrifugirke smo zatehtali po 1,00 g paste. Izvedli smo dvostopenjsko 
in enostopenjsko ekstrakcijo. V prvem primeru smo vzorcem dodali po 1,5 mL vsakega od 
zgoraj omenjenih ekstrakcijskih topil in v ultrazvočni kopeli ekstrahirali 30 minut, nato 
smo vzorce 10 minut centrifugirali (6000 obr./min) in shranili supernatant. V centrifugirke 
z ostalim sedimentom smo ponovno odmerili 1,5 mL topila, na vrtinčniku dobro premešali 
in v ultrazvočni kopeli ekstrahirali še nadaljnje pol ure. Vzorce smo ponovno centrifugirali 
in supernatant prilili k prejšnjemu. Združeni supernatant smo ponovno centrifugirali in ga 
odpipetirali v novo centrifugirko. Del vzorcev smo ekstrahirali tudi z enostopenjsko 
ekstrakcijo, tako da smo 1,00 g paste že na začetku dodali 3 mL dH2O in v ultrazvočni 
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kopeli ekstrahirali 1 uro. Sledilo je centrifugiranje, odlili smo supernatant in ga ponovno 
centrifugirali. Pridobljene ekstrakte smo do analize shranili v zamrzovalniku (-20 °C). 
3.4.1.2 Ekstrakcija v vodni kopeli 
V 15 mL plastične centrifugirke smo zatehtali po 1,00 g paste. Izvedli smo dvostopenjsko 
in enostopenjsko ekstrakcijo. V prvem primeru smo vzorcem dodali po 1,5 mL vsakega od 
zgoraj omenjenih ekstrakcijskih topil in v vodni kopeli z stresalnikom pri 26 °C 
ekstrahirali 2 uri, nato smo vzorce 10 minut centrifugirali (6000 obr./min) in shranili 
supernatant. V centrifugirke z ostalim sedimentom smo ponovno odmerili 1,5 mL topila, 
na vrtinčniku dobro premešali in v vodni kopeli ekstrahirali še nadaljnji 2 uri. Vzorce smo 
ponovno centrifugirali in supernatant prilili k prejšnjemu. Združeni supernatant smo 
ponovno centrifugirali in ga odpipetirali v novo centrifugirko. Del vzorcev smo ekstrahirali 
tudi z enostopenjsko ekstrakcijo, tako da smo 1,00 g paste že na začetku dodali 3 mL dH2O 
in v vodni kopeli pri 26 °C, ekstrahirali 4 ure. Sledilo je centrifugiranje, odlili smo 
supernatant in ga ponovno centrifugirali. Pridobljene ekstrakte smo pred analizo čez noč 
shranili v zamrzovalniku (-20 °C). 
3.4.1.3 Ekstrakcija s stresanjem na sobni temperaturi 
V 15 mL plastične centrifugirke smo zatehtali po 1,00 g paste. Dodali smo 3 mL vsakega 
od zgoraj omenjenih ekstrakcijskih topil in na stresalniku pri sobni temperaturi ekstrahirali 
72 ur. Sledilo je centrifugiranje (6000 obr./min, 10 minut), supernatant smo nato odlili in 
ga ponovno centrifugirali ter odpipetirali v novo centrifugirko. Pridobljene ekstrakte smo 
pred analizo čez noč shranili v zamrzovalniku (-20 °C). 
3.4.1.4 Ekstrakcija v vodni kopeli pri različnih temperaturah 
Po 1,00 g nefermentirane in fermentirane (48 h) paste smo z dodatkom 1,5 mL 
ekstrakcijskih topil (dH2O in 96 % EtOH) ekstrahirali pri naslednjih pogojih: 
- 76 °C, 2-krat po 1 uro in 2-krat po pol ure,  
- 40 °C, 2-krat po 2 uri in 2-krat po 1 uro in 
- 26 °C, 2-krat po 2 uri in 2-krat po 1 uro 
Nadaljnji postopek ekstrakcije je bil enak zgoraj opisanim postopkom. 
 
 Optimiziran postopek ekstrakcije  3.4.2
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Slika 3 prikazuje optimiziran postopek ekstrakcije in analize, ki smo jih opravili v 
pridobljenih ekstraktih. V 50 mL centrifugirke smo zatehtali po 8,00 g paste, ki smo jim 
dodali po 12 mL ekstrakcijskega topila in v vodni kopeli s stresalnikom pri 40 °C 
ekstrahirali pol ure. Po pol ure smo vzorce 10 minut centrifugirali (6000 obr./min) in 
shranili supernatant. V centrifugirke z ostalim sedimentom smo ponovno odmerili po 12 
mL topil, na vrtinčniku dobro premešali in v vodni kopeli ekstrahirali še nadaljnje pol ure. 
Vzorce smo ponovno centrifugirali in supernatant odlili k prejšnjemu. Enako smo 
centrifugirali še združeni supernatant. Približno 25 mL supernatanta smo odpipetirali v 
nove 50 mL centrifugirke. Pridobljene ekstrakte smo pred analizo shranili v zamrzovalniku 
Slika 3: Shema ekstrakcije in analize (dH2O – destilirana voda; EtOH – 96 % etanol; SF – skupne fenolne 
spojine; F-C – metoda Folin–Ciocalteu; AOU – antioksidativna učinkovitost; DPPH· – metoda določanja 
AOU z prostim radikalom DPPH·) 
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pri -20 °C. 
3.5 DOLOČANJE SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN PO METODI FOLIN – 
CIOCALTEU 
Metoda Folin-Ciocalteau (FC) je najpogosteje uporabljena metoda za določanje fenolnih 
spojin v različnih vzorcih. Reagent, ki se pri metodi uporablja je pripravljen iz prevrete 
mešanice natrijevega volframata (VI) (100 g), natrijevega molibdata (VI) (25 g), 
koncentrirane klorovodikove kisline (100 mL), 85 % fosforne kisline (50 mL) in dH2O 
(700 mL). Po vretju se mešanici doda litijev sulfat (150 g), ki da FC reagentu intenzivno 
rumeno barvo (Agbor in sod., 2014).  
Osnovni mehanizem metode temelji na reakciji FC reagenta (fosfomolibdenska-
fosfovolframova kislina) s fenolnimi spojinami in drugimi reducirajočimi spojinami v 
alkalnem mediju. Gre za reakcijo prenosa elektronov, natančneje disociacijo fenolnega 
protona, pri čemer nastane fenolatni ion, ki vodi do redukcije FC reagenta. Reducirane 
spojine FC reagenta (Mo (VI)) se obarvajo modro. Obarvanje je premosorazmerno 
koncentraciji fenolnih spojin, ki jih določimo spektrofotometrično z merjenjem absorbance 
pri valovni dolžini 765 nm. S pomočjo umeritvene krivulje standarda (najpogosteje galna 
kislina) izračunamo koncentracijo skupnih fenolnih spojin v vzorcu (Huang in sod., 2005; 
Prior in sod., 2005; Lamuela‐Raventós, 2018). 
 Umeritvena krivulja za galno kislino 3.5.1
Priprava reagentov: 
- 0,45 mM standardna raztopina galne kisline: v 25 mL bučko smo zatehtali 2,12 mg 
galne kisline in z dH2O oziroma 96 % etanolom dopolnili do oznake. 
- FC reagent: v razmerju 1 : 2 smo reagent razredčili z dH2O. 
- 20 % raztopina Na2CO3: v 50 mL bučko smo zatehtali 10 g Na2CO3 in z dH2O 
dopolnili do oznake. 
Umeritvena krivulja: 
Umeritveno krivuljo smo pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirke v dveh ponovitvah 
odpipetirali od 25 do 200 µL standardne raztopine galne kisline. Mikrocentrifugirke smo 
za umeritveno krivuljo za vodne ekstrakte do skupnega volumna 725 µL dopolnili z dH2O 
in premešali na vrtinčniku. Pri pripravi umeritvene krivulje za etanolne ekstrakte pa smo 
do 200 µL dopolnili s 96 % etanolom in dodali 525 µL dH2O ter premešali.  Pripravili smo 
tudi slepa vzorca, ki sta vsebovala 725 µL dH2O (umeritvena krivulja za vodne ekstrakte) 
oziroma 200 µL etanola in 525 µL dH2O umeritvena krivulja za etanolne ekstrakte). V 
mikrocentrifugirke smo odpipetirali 125 µL FC reagenta, premešali na vrtinčniku in po 5 
minutah dodali še 125 µL raztopine Na2CO3. Mešanico smo zopet premešali in eno uro 
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inkubirali v temi. Pred pretekom ene ure smo mikrocentrifugirke 5 minut centrifugirali na 
16120 obr./min in nato na spektrofotometru izmerili absorbanco pri valovni dolžini 765 
nm. Umeritveno krivuljo smo izrisali iz izmerjenih absorbanc in pripadajočih koncentracij 
galne kisline. Umeritvena krivulja za vodne in etanolne ekstrakte je prikazana v Prilogi B. 
 Analize vzorcev 3.5.2
V mikrocentrifugirke smo v dveh ponovitvah odpipetirali po 10 µL vzorcev vodnih 
ekstraktov in jih do skupnega volumna 725 µL dopolnili z dH2O. Pri etanolnih ekstraktih 
smo odpipetirali po 40 µL vzorcev, dodali 160 µL etanola in 525 µL dH2O. Pripravili smo 
tudi slepa vzorca, ki sta vsebovala 725 µL dH2O oziroma 200 µL etanola in 525 µL dH2O. 
Enako kot pri pripravi umeritvene krivulje smo vzorcem dodali 125 µL FC reagenta, 
premešali in po 5 minutah dodali še 125 µL raztopine Na2CO3, zopet premešali in v temi 
inkubirali 1 uro. Pred pretekom časa inkubacije smo vzorce 5 minut centrifugirali na 16120 
obr./min in izmerili absorbanco pri 765 nm. S pomočjo naklona umeritvene krivulje smo 
izračunali skupne fenolne spojine v ekstraktih, izražene kot ekvivalent galne kisline [mM]. 
3.6 DOLOČANJE ANTIOKSIDATIVNE UČINKOVITOSTI S PROSTIM 
RADIKALOM DPPH· 
Test s prostim radikalom DPPH· je najpogosteje uporabljena metoda za določanje 
antioksidativne učinkovitosti različnih vzorcev. Določitev temelji na reakciji 
antioksidantov vzorca s stabilnim radikalom 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH·), 
raztopljenim v metanolu. Antioksidant odda vodikov atom, pri čemer DPPH· atom sprejme 
in preide v nereaktivno obliko. Radikal DPPH· ima absorpcijski maksimum pri valovni 
dolžini 515 nm. Redukcija radikala z antioksidanti ali drugo radikalno obliko povzroči 
padec absorbance, ki je odvisen od koncentracije antioksidantov v vzorcu (Brand-Williams 
in sod., 1995). DPPH· ima močno vijolično barvo. Padec absorbance je direktno povezan s 
spremembo barve iz vijolične v rumeno, kar povzroči prehod DPPH· iz radikalske v 
stabilno obliko (Abramovič, 2011). 
Metoda je enostavna in hitra. Radikal je komercialno dostopen, ima dolg rok trajanja in je 
lahko shranjen v normalnih laboratorijskih hladilnikih. Sintetiziran je z reakcijo oksidacije 
difenilpikril-hidrazina. Slabost metode je interpretacija rezultatov, ko komponente vzorca, 
kot so npr. karotenoidi, absorbirajo pri isti valovni dolžini (515 nm). DPPH· je stabilen 
dušikov radikal, ki ni podoben zelo reaktivnim peroksilnim radikalom, ki so vključeni v 
peroksidacijo lipidov. Veliko antioksidantov, ki hitro reagira s peroksilnimi radikali, lahko 
počasi reagira z radikalom DPPH· ali pa so zaradi sterične nedostopnosti celo inertni. 
DPPH· se prav tako lahko razbarva tudi na račun reducentov, kar dodatno prispeva k 
netočni interpretaciji antioksidativne učinkovitosti (Prior in sod., 2005; Nenadis in 
Tsimidou, 2018). 
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 Umeritvena krivulja za troloks 3.6.1
Priprava reagentov: 
- 1,11 mM standardna raztopina troloksa: v 10 mL bučko smo zatehtali 2,79 mg 
troloksa in  z dH2O dopolnili do oznake. 
- 0,11 mM raztopina DPPH·: DPPH· smo pripravljali vsake tri dni tako, da smo 
zatehtali približno 2-3 mg radikala DPPH· in po izračunu z molsko maso radikala 
dodali ustrezno prostornino metanola. Raztopino DPPH· smo uporabili, če je bila 
absorbanca le-te pri 517 nm večja od 1. 
Umeritvena krivulja: 
Umeritveno krivuljo smo pripravili tako, da smo v dveh ponovitvah v mikrocentrifugirke 
odpipetirali od 5 do 50 µL standardne raztopine troloksa. Mikrocentrifugirke smo do 
skupnega volumna 50 µL dopolnili z dH2O ali s 96 % etanolom in premešali na vrtinčniku. 
Pripravili smo tudi slepa vzorca, ki sta vsebovala 50 µL dH2O oziroma 50 µL etanola. V 
mikrocentrifugirke smo odpipetirali 1 mL raztopine DPPH·, mešanico premešali in eno uro 
inkubirali v temi. Pred pretekom ene ure smo mikrocentrifugirke 5 minut centrifugirali na 
16120 obr./min in nato na spektrofotometru izmerili absorbanco pri valovni dolžini 550 
nm. Absorbanco smo zaradi obarvanosti vzorcev merili pri 550 nm, ker pri tej valovni 
dolžini absorbirajo manj svetlobe kot pri 517 nm, pri kateri ima raztopina DPPH· 
absorbcijski maksimum (Priloga C). Umeritveno krivuljo smo izrisali iz izmerjenih 
absorbanc, ki smo jih odšteli od absorbance slepega vzorca (ni vseboval troloksa), in 
pripadajočih koncentracij troloksa. Umeritvena krivulja za vodne in etanolne ekstrakte je 
prikazana v Prilogi D.  
 Analize vzorcev 3.6.2
V mikrocentrifugirke smo v dveh ponovitvah odpipetirali po 35 µL vzorcev vodnih 
ekstraktov in jih do skupnega volumna 50 µL dopolnili z dH2O. Pri etanolnih ekstraktih 
smo odpipetirali po 50 µL vzorca. Pripravili smo tudi slepa vzorca, ki sta vsebovala 50 µL 
dH2O oziroma 50 µL 96 % etanola. Enako kot pri pripravi umeritvene krivulje smo 
vzorcem dodali 1 mL raztopine DPPH·, premešali na vrtinčniku in v temi inkubirali 1 uro. 
Pred pretekom inkubacije smo vzorce 5 minut centrifugirali na 16120 obr./min in izmerili 
absorbanco pri 550 nm. Absorbanca slepega vzorca je bila okoli 0,8. Od te vrednosti smo 
odšteli absorbance posameznih vzorcev in s pomočjo naklona umeritvene krivulje 
izračunali njihovo antioksidativno učinkovitost, izraženo kot ekvivalent troloksa [mM].  
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3.7 PRIPRAVA BOLJ KONCENTRIRANIH EKSTRAKTOV 
 Vodni ekstrakti 3.7.1
Vodne ekstrakte smo z liofilizacijo posušili in jih ponovno raztopili v manjši količini 
topila. 
Potek liofilizacije: 
Odpipetirali smo po 20 mL vsakega vzorca vodnih ekstraktov v predhodno stehtane 50-mL 
falkon epruvete in jih pokrili s celulozno tkanino, ki smo jo pritrdili z elastiko. Tako 
pripravljene vzorce smo za 24 ur postavili v zamrzovalnik na -80 °C, nato pa jih zložili v 
liofilizator, kjer smo jih 72 ur sušili pri temperaturi  -49 °C in znižanem tlaku ~ 0,070 
mbar. Po končani liofilizaciji smo falkon epruvete s suho vsebino ponovno stehtali in 
izračunali maso sušine. 
Raztapljanje:  
Liofilizirane vzorce smo raztopili v taki količini dH2O, da je bila koncentracija  suhega 
ekstrakta 50 mg/mL. 
Analiza vzorcev: 
Odpipetirali smo 50 µL v dH2O raztopljenega ekstrakta s koncentracijo 50 mg/mL in ga 
10-krat razredčili z 450 µL dH2O (R = 10). Analize smo opravljali po enakem postopku, 
kot je opisano v poglavjih 3.5 in 3.6, le da smo pri obeh metodah dodali večjo prostornino 
vzorca kot pri analizah ekstraktov. Pri metodi DPPH· smo odpipetirali 50 µL, pri metodi 
FC pa 40 µL 10-krat razredčenega vzorca.  
 Etanolni ekstrakti 3.7.2
Etanolnim ekstraktom smo na rotavaporju uparili topilo in jih ponovno raztopili v manjši 
količini topila. 
Potek izparevanja topila na rotavaporju: 
Po 20 mL vzorcev etanolnih ekstraktov smo odpipetirali v predhodno stehtane 50-mL 
bučke za rotavapor, ki smo jih namestili na rotavapor in topilo izparevali pri 40 °C in 
znižanem tlaku 58 mbar približno uro in pol. Ker je v vzorcih še vedno ostalo nekaj 
tekočine (voda), smo predhodno s tekočim dušikom zamrznjene vzorce, čez noč postavili 
še v liofilizator na temperaturo -49 °C in podtlak ~ 0,070 mbar. Bučke smo stehtali ter 
izračunali maso sušine in jih pred raztapljanjem zamrznili pri  -20 °C. 
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Raztapljanje:  
Posušene ekstrakte smo raztopili v dimetil sulfoksidu (DMSO), tako da je bila 
koncentracija suhega ekstrakta 100 mg/mL. Ker so se vzorci v topilu težje topili, smo si pri 
raztapljanju pomagali z ultrazvočno kopeljo, ki pospeši raztapljanje. 
Analiza vzorcev: 
Odpipetirali smo 50 µL v DMSO raztopljenega ekstrakta s koncentracijo 100 mg/mL in ga 
10-krat razdredčili s 450 µL 96 % etanola (R = 10). Analize smo opravljali po enakem 
postopku, kot je opisano v poglavjih 3.5 in 3.6, le da smo pri obeh metodah dodali večjo 
prostornino vzorca kot pri analizah ekstraktov. Pri metodi DPPH· smo odpipetirali 50 µL, 
pri metodi FC pa 40 µL 10-krat razredčenega vzorca. 
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4           REZULTATI 
V magistrskem delu smo analizirali skupne fenolne spojine (SF) in antioksidativno 
učinkovitost (AOU) vodnih in etanolnih ekstraktov nefermentirane in različno dolgo 
fermentirane (0, 24, 48 in 72 ur) paste A. platensis (10 g sveže biomase (23 % s.s.) + 10 
mL fiziološke raztopine (FR)). SF smo določali po metodi Folin-Ciocalteu z merjenjem 
absorbance pri 765 nm. Rezultate smo podali kot ekvivalent galne kisline v mM. AOU smo 
določali z metodo lovljenja prostega radikala DPPH· z merjenjem absorbance pri 550 nm. 
Rezultate smo podali kot ekvivalent troloksa v mM (TEAC – Trolox Equivalent 
Antioxidant Capacity). Predhodno pa smo optimizirali postopek za pripravo ekstraktov 
paste. 
4.1 OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJE 
V začetni fazi magistrske naloge smo ugotavljali najboljši način ekstrakcije, s katerim bi iz 
osnovnega vzorca pridobili kar največ fenolnih spojin. Uporabili smo 1,00 g vzorca  
nefermentirane in z Lb.  plantarum 48 ur fermentirane paste, ki smo ju v razmerju 1 : 3 
ekstrahirali z različnimi ekstrakcijskimi topili. Kot ekstrakcijska topila smo uporabili 
destilirano vodo (dH2O), mešanico 96 % etanola in dH2O v razmerju 70 : 30 (v/v) in 96 % 
etanol. Ugotavljali smo razliko med enostopenjsko in dvostopenjsko ekstrakcijo, pri čemer 
smo enostopenjsko ekstrakcijo izvajali le z enim topilom, tj. dH2O. Ekstrakcija je potekala 
na tri načine: v ultrazvočni kopeli, v vodni kopeli pri različnih temperaturah in pri sobni 
temperaturi s stresanjem. 
 Enostopenjska in dvostopenjska ekstrakcija 4.1.1
Ugotavljali smo razliko v učinkovitosti ekstrakcije med enostopenjsko in dvostopenjsko 
ekstrakcijo. Rezultati vsebnosti SF in AOU vodnih ekstraktov enostopenjske ekstrakcije 
(n  = 4) so podani kot povprečne vrednosti meritev ekstraktov nefermentirane oz. 
fermentirane paste. Ekstrakti so bili pridobljeni z ekstrakcijo v vodni kopeli pri 26 °C, 1-
krat po 4 ure (n  =  2) in z ekstrakcijo v ultrazvočni kopeli 1-krat po 1 uro (n = 2). Rezultati 
dvostopenjske ekstrakcije pa so podani kot povprečja vrednosti meritev SF in AOU v 
ekstraktih nefermentirane oz. fermentirane paste. Ekstrakti so bili pridobljeni  z ekstrakcijo 
v vodni kopeli pri 26 °C, 2-krat po 2 uri (n = 2) in z ekstrakcijo v ultrazvočni kopeli 2-krat 
po pol ure (n = 2) (Slika  4). 
Slika 4A prikazuje razliko v vsebnosti SF v vodnih ekstraktih, pridobljenih z 
enostopenjsko in dvostopenjsko ekstrakcijo. Vidimo, da imajo vodni ekstrakti 
nefermentirane paste, pridobljeni z enostopenjsko ekstrakcijo, nižjo vsebnost SF kot tisti, 
pridobljeni z dvostopenjsko ekstrakcijo. Vsebnost SF vodnih ekstraktov nefermentirane 
paste, pridobljenih z enostopenjsko ekstrakcijo tako znaša 3,57 mM, pri tistih, pridobljenih 
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z dvostopenjsko ekstrakcijo, pa 4,26 mM. Vsebnost SF enostopenjskih ekstraktov 
fermentirane paste znaša 2,64 mM, dvostopenjskih pa 2,77 mM. Vrednosti sta si zelo 
podobni, zato v primeru ekstraktov fermentirane paste ne moremo govoriti o razliki. 
Slika 4B prikazuje AOU vodnih ekstraktov, pridobljenih z enostopenjsko in dvostopenjsko 
ekstrakcijo. Ekstrakti pridobljeni z enostopenjsko ekstrakcijo posedujejo podobno AOU 
kot tisti, pridobljeni z dvostopenjsko. AOU vodnih ekstraktov, pridobljenih z 
enostopenjsko ekstrakcijo nefermentirane paste, tako znaša 0,88 mM, tistih, pridobljenih z 
dvostopenjsko ekstrakcijo, pa 0,97 mM. Tudi ekstrakti fermentirane paste pridobljeni z 
enostopenjsko ekstrakcijo (0,73 mM) se od tistih pridobljenih z dvostopenjsko ekstrakcijo 
(0,78 mM) v AOU skoraj ne razlikujejo.  
Na podlagi podatkov o vsebnosti SF in AOU smo se odločili, da bomo v nadaljevanju vse 
ekstrakte pripravljali z dvostopenjsko ekstrakcijo, saj smo z dvostopenjsko ekstrakcijo v 
primeru nefermentirane paste pridobili višjo vsebnost SF. 
 Način ekstrakcije 4.1.2
Slika 5 prikazuje razliko v vsebnosti SF ekstraktov, pridobljenih z različnimi mehanskimi 
načini ekstrakcije (ultrazvočna kopel, vodna kopel in stresanje na sobni temperaturi). 
Prikazani so samo rezultati vodnih ekstraktov, saj rezultati ekstraktov mešanice 96 % 
etanola in vode v razmerju 70 : 30 (v/v) in etanolni ekstrakti kažejo podoben trend. 
Rezultati vsebnosti SF in AOU vodnih ekstraktov so podani kot povprečne vrednosti 
meritev dveh vzporednih vzorčenj (n = 2) za posamezen način ekstrakcije. 
Slika 4: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) vodnih ekstraktov v odvisnosti od števila stopenj ekstrakcije 
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Slika 5A prikazuje vsebnosti SF vodnih ekstraktov, pridobljenih z različnimi načini 
ekstrakcije. Najvišjo vsebnost SF kažejo ekstrakti, pridobljeni z ekstrakcijo v vodni kopeli 
pri 26 °C, 2-krat 2 uri. Pri ekstraktih nefermentirane paste le-ta znaša 4,30 mM, pri 
fermentiranih pa 3,11 mM. Najmanj SF vsebujejo ekstrakti, pridobljeni z ekstrakcijo s 
stresanjem na sobni temperaturi (72 ur), saj vsebnost SF pri ekstraktih nefermentirane 
paste znaša 3,80 mM, pri ekstraktih fermentirane paste pa 2,07 mM. Vsebnost SF 
ekstraktov, pridobljenih z ekstrakcijo v ultrazvočni kopeli (4,21 mM) je v primeru 
nefermentirane paste zelo podobna  tistim, pridobljenim v vodni kopeli (4,30 mM). 
Vsebnost SF ekstraktov, pridobljenih z ekstrakcijo v ultrazvočni kopeli (2,52 mM) v 
primeru fermentirane paste pa je manjša od vsebnosti ekstraktov, pridobljenih v vodni 
kopeli (3,11 mM).  
Slika 5B prikazuje AOU vodnih ekstraktov, pridobljenih z različnimi načini ekstrakcije. 
AOU ekstraktov pridobljenih na različne načine se med seboj skoraj ne razlikuje. AOU 
ekstraktov nefermentirane paste, pridobljenih na različne načine je podobna (UZ – 
0,96  mM, K – 0,99 mM in S – 0,89 mM). Razlika v AOU je opazna le pri ekstraktih 
fermentirane paste, pridobljenih s stresanjem na sobni temperaturi, ki znaša 0,55 mM, v 
primerjavi z ekstrakti pridobljeni v ultrazvočni kopeli (0,80 mM) in v vodni kopeli (0,84 
mM). 
Slika 5: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) vodnih ekstraktov v odvisnosti od načina ekstrakcije (UZ – ultrazvočna kopel 2 × 0,5 h; K – 
vodna kopel 26 °C 2×2 h; S – stresanje na sobni temperaturi 48 h) 
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Na podlagi zgoraj predstavljenih rezultatov smo se odločili, da bomo ekstrakcijo izvajali v 
vodni kopeli. Pri tem načinu ekstrakcije smo namreč izmerili najvišje vsebnosti SF. Pri 
določanju AOU ne moremo trditi da so med posameznimi načini razlike.  
 Ekstrakcijska topila 4.1.3
Slika 6 prikazuje razliko v vsebnosti SF in AOU med ekstrakti, pripravljenimi z različnimi 
ekstrakcijskimi topili (dH2O, mešanica 96 % etanola in vode v razmerju 70 : 30 (v/v) in 
96  % etanol). Rezultati vsebnosti SF in AOU ekstraktov nefermentirane paste in 
fermentirane paste pri posameznem ekstrakcijskem topilu so podani kot povprečne 
vrednosti meritev ekstraktov pripravljenih z istimi ekstrakcijskimi topili (n = 4), pri 
različnih načinih ekstrakcije, tj. ekstrakciji v vodni kopeli pri 26 °C, 2-krat po 2 uri (n = 2) 
in ekstrakciji v ultrazvočni kopeli 2-krat po pol ure (n = 2). 
Slika 6A prikazuje vsebnost SF v ekstraktih, pridobljenih z različnimi ekstrakcijskimi 
topili. Vidimo, da je vsebnost SF daleč najvišja pri vodnih ekstraktih tako nefermentirane 
kot tudi fermentirane paste. Vsebnosti SF v ekstraktih drugih dveh ekstrakcijskih topil se 
med seboj bistveno ne razlikujejo. Vodni ekstrakti nefermentirane paste tako vsebujejo 
4,11 mM SF, ekstrakti mešanice topil pa vsebujejo 0,59 mM SF, kar je le malo več kot 
etanolni ekstrakti, ki vsebujejo  0,52  mM SF. Vsebnost SF v vodnih ekstraktih 
fermentirane paste je 2,53 mM, kar je skoraj polovico manj kot pri vodnih ekstraktih 
nefermentirane paste. Ekstrakti mešanice topil vsebujejo 0,83 mM SF, etanolni pa 0,94 
Slika 6: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) ekstraktov v odvisnosti od ekstrakcijskega topila (H2O – destilirana voda; 70:30 - mešanica 
96 % etanola in vode v razmerju 70 : 30 (v/v); EtOH – 96 % etanol) 
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mM, kar je ravno obratno kot pri prej omenjenih ekstraktih nefermentirane paste, kjer 
imajo ekstrakti mešanice topil nekoliko višjo vsebnost SF.  
Slika 6B prikazuje razliko v AOU ekstraktov, pridobljenih z različnimi ekstrakcijskimi 
topili. Razvidno je, da imajo vodni ekstrakti prav tako kot najvišjo vsebnost SF tudi 
najvišjo AOU. Vodni ekstrakti nefermentirane paste imajo najvišjo AOU (0,98 mM), 
sledijo jim vodni ekstrakti fermentirane paste z AOU 0,82 mM. Ekstrakti mešanice topil in 
96 % etanola se v AOU bolj razlikujejo kot v vsebnosti SF. Tako imajo etanolni ekstrakti 
nefermentirane in fermentirane paste višjo AOU od tistih, pridobljenih z mešanico etanola 
in vode v razmerju 70 : 30 (v/v). AOU etanolnih ekstraktov nefermentirane paste tako 
znaša 0,39 mM, AOU ekstraktov mešanice topil pa 0,21 mM. AOU etanolnih ekstraktov 
fermentirane paste je 0,41 mM, AOU ekstraktov mešanice topil pa 0,30 mM.  
Na podlagi teh rezultatov smo se odločili za dve ekstrakcijski topili. Izbrali smo dH2O, saj 
imajo vodni ekstrakti tako najvišjo vsebnost SF, kot tudi najvišjo AOU. Za 96 % etanol 
smo se odločili, ker smo na ta način ekstrahirali manj polarne antioksidante, AOU pa je v 
teh ekstraktih tudi višja kot v ekstraktih, ki smo jih pripravili z mešanico topil. 
 Temperatura ekstrakcije 4.1.4
Ker smo želeli ekstrakcijo še bolj optimizirati in skrajšati njen čas, smo to poizkusili doseči 
z različnimi temperaturami vodne kopeli, v kateri je ekstrakcija potekala. Rezultati 
vsebnosti SF in AOU ekstraktov nefermentirane in fermentirane paste so podani kot 
povprečne vrednosti meritev ekstraktov, pridobljenih pri posamezni temperaturi. Pri 76 °C, 
Slika 7: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) vodnih ekstraktov v odvisnosti od temperature ekstrakcije 
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2-krat po 1 uro in 2-krat po pol ure (n = 4); pri 40 °C, 2-krat po 2 uri, 2-krat po 1 uro in 2-
krat po pol ure (n = 6) in pri 26 °C, 2-krat po 2 uri in 2-krat po 1 uro (n = 4) pri 
posameznem ekstrakcijskem topilu (Slika 7 in Slika 8).  
Slika 7A prikazuje vsebnost SF vodnih ekstraktov v odvisnosti od temperature ekstrakcije. 
Vodni ekstrakti nefermentirane in fermentirane paste kažejo najvišjo vsebnost SF pri 
temperaturi ekstrakcije 40 °C. Ekstrakti nefermentirane paste, ekstrahirane pri temperaturi 
40  °C, tako vsebujejo 4,68 mM SF, pri 26 °C 4,57 mM, pri 76 °C pa najmanj, 3,16 mM 
SF. Ekstrakti fermentirane paste ekstrahirane pri temperaturi 40 °C vsebujejo 3,29 mM, 
podobno kot pri 26  °C 3,25 mM SF, pri 76 °C pa le 1,39 mM SF.  
Slika 7B prikazuje AOU vodnih ekstraktov v odvisnosti od temperature ekstrakcije. 
Podobno kot SF najvišjo AOU kažejo ekstrakti, pridobljeni z ekstrakcijo pri 40 °C. AOU 
ekstraktov nefermentirane paste, ekstrahirane pri temperaturi 40 °C, tako znaša 1,29 mM, 
pri temperaturi 26 °C 1,13 mM in najmanj pri temperaturi 76 °C, 0,81 mM. AOU 
ekstraktov fermentirane paste znaša pri ekstraktih pridobljenih pri temperaturi 40 °C 0,99 
mM, pri  26  °C 0,92 mM, najmanjšo vsebnost pa imajo ekstrakti, pridobljeni pri 76 °C 
0,44 mM. 
Slika 8A prikazuje vsebnost SF v etanolnih ekstraktih v odvisnosti od temperature 
ekstrakcije. Vsebnost SF pri etanolnih ekstraktih nefermentirane paste je najvišja pri 
ekstraktih pridobljenih pri temperaturi 76 °C (0,99 mM), medtem ko je pri drugih dveh 
temperaturah, vsebnost podobna, pri 40 °C 0,82 mM in pri 26 °C 0,84 mM. Ekstrakti iz 
Slika 8: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) etanolnih ekstraktov v odvisnosti od temperature ekstrakcije – vodne kopeli (76 °C, 2 × 1 h in 2 
× 0,5 h; 40 °C, 2 × 2 h in 2 × 1 h in 26 °C, 2 × 2 h in 2 × 1 h) 
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fermentirane paste imajo v primerjavi s tistimi iz nefermentirane višje vsebnosti SF. O 
razliki med ekstrakti fermentirane paste, pridobljenimi pri različnih temperaturah, ne 
moremo govoriti. AOU ekstraktov, pridobljenih pri temperaturi ekstrakcije 76 °C, je 
1,17  mM, pri 40 °C 1,12 mM in pri temperaturi 26 °C 1,01 mM. 
Slika 8B prikazuje AOU etanolnih ekstraktov v odvisnosti od temperature ekstrakcije. 
AOU ekstraktov nefermentirane paste je pri ekstraktih pridobljenih z različnimi 
temperaturami ekstrakcije podobna. Pri temperaturi 76 °C znaša 0,69 mM, pri 40 °C 
0,68 mM in pri temperaturi 26 °C 0,64 mM. Ekstraktom fermentirane paste pridobljenim 
pri temperaturi 76  °C smo določili AOU 0,57 mM, pri 40 °C 0,52 mM, in pri 26 °C 0,45 
mM. 
Na podlagi rezultatov smo se odločili za ekstrakcijo pri temperaturi 40 °C, saj smo pri tej 
temperaturi v vodnih ekstraktih nefermentirane paste določili najvišjo vsebnost SF in 
AOU. Prav tako smo se za ekstrakcijo pri 40 °C odločili zaradi manjše porabe časa za 
pripravo kopeli. Pri višji temperaturi je lahko problematično tudi izhlapevanje etanola, kar 
bi lahko vplivalo na lažno visoke vsebnosti SF in AOU. Nizko vsebnost SF in majhno 
AOU vodnih ekstraktov, pridobljenih pri 76 °C, gre najverjetneje pripisati denaturaciji 
fikobiliproteinov, ki jim pripisujejo visoko antioksidativno učinkovitost. Le-ti se med 
ekstrakcijo pri 76 °C najverjetneje oborijo, zato bi to lahko bil razlog manjših vrednosti SF 
in AOU. Fikobiliproteini so v vodni raztopini modro obarvani, pri segrevanju na 76 °C pa 
je barva izginila (Slika 9). 
Slika 9: Barva vodnega ekstrakta fermentirane paste A. platensis pri ekstrakciji pri 40 
°C (levo) in pri 76 °C (desno) 
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 Trajanje ekstrakcije 4.1.5
Na podlagi pridobljenih rezultatov smo se odločili za ekstrakcijo v vodni kopeli s 
stresanjem pri temperaturi 40 °C. Primerjali smo tri različne čase trajanja ekstrakcije. 
Rezultati vsebnosti SF in AOU ekstraktov nefermentirane in fermentirane paste so podani 
kot povprečne vrednosti meritev ekstraktov nefermentirane oz. fermentirane paste, 
ekstrahirane pri 40 °C, in sicer 2-krat po 2 uri (n = 2), 2-krat po 1 uro (n = 2) in 2-krat po 
pol ure (n = 2) pri posameznem ekstrakcijskem topilu (Slika 10 in Slika 11). 
Slika 10A prikazuje vsebnost SF vodnih ekstraktov v odvisnosti od trajanja ekstrakcije. 
Vsebnost SF v ekstraktih nefermentirane in fermentirane paste se v odvisnosti od trajanja 
ekstrakcije skoraj ne razlikuje. Pri ekstrakih nefermentirane paste smo ekstraktom 
pridobljenim z ekstrakcijo 2-krat po pol ure določili 4,69  mM SF, 2-krat po 1 uro 4,60 
mM SF in 2-krat po 2 uri 4,65 mM SF. Tudi pri ekstraktih fermentirane paste med 
različnim trajanjem ekstrakcije ni razlik v vsebnosti SF. Pri ekstrakciji 2-krat po pol ure 
smo določili 3,31 mM SF, 2-krat po 1 uro 3,32 mM SF in 2-krat po 2 uri 3,23 mM. 
Slika 10B prikazuje AOU vodnih ekstraktov v odvisnosti od trajanja ekstrakcije. Vidimo, 
da se tako kot pri vsebnosti SF tudi pri AOU ekstrakti glede na trajanje ekstrakcije med 
seboj le malo razlikujejo. Tako imajo ekstrakti nefermentirane paste, pridobljeni z 
ekstrakcijo 2-krat po pol ure 1,29 mM AOU, 2-krat po 1 uro 1,28 mM AOU in 2-krat po 2 
uri 1,31 mM AOU. Ekstraktom fermentirane paste pridobljenim z ekstrakcijo 2-krat po pol 
Slika 10: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) vodnih ekstraktov v odvisnosti od trajanja ekstrakcije pri temperaturi ekstrakcije 40 °C 
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ure smo izmerili 1,02  mM AOU, z ekstrakcijo 2-krat po 1 uro in 2-krat po 2 uri, pa smo 
izmerili enako vrednost (0,98 mM). 
Slika 11A prikazuje vsebnost SF etanolnih ekstraktov v odvisnosti od trajanja ekstrakcije. 
Pri etanolnih ekstraktih so med vsebnostjo SF pri različnih časih trajanja ekstrakcije 
razlike, ki jih pri vodnih ekstraktih ni. Izrazito izstopa čas ekstrakcije 2-krat po pol ure, pri 
katerem vrednost SF v ekstraktih nefermentirane paste znaša 0,93 mM, pri ekstraktih 
fermentirane paste pa 1,34  mM. V ekstraktih nefermentirane paste smo pri ekstrakciji 2-
krat po 1 uro in 2-krat po 2 uri izmerili isto vsebnost SF, tj. 0,77 mM. V ekstraktih 
fermentirane paste so vrednosti SF v ekstraktih, ekstrahiranih 2-krat po 1 uro (1,00 mM) 
zelo podobne tistim ekstrahiranih 2-krat po 2 uri (1,03 mM). 
Slika 11B prikazuje AOU vodnih ekstraktov v odvisnosti od trajanja ekstrakcije. Kot pri 
vsebnosti SF so tudi med vrednostmi AOU etanolnih ekstraktov pri različnih časih trajanja 
ekstrakcije razlike. Prav tako kot najvišjo vsebnost SF smo v primerjavi z ostalima dvema 
časoma trajanja ekstrakcije najvišjo AOU izmerili v ekstraktih, pridobljenih z ekstrakcijo 
2- krat po pol ure, tj. pri ekstraktih nefermentirane paste 0,63 mM in pri ekstraktih 
fermentirane 0,75 mM. Vrednosti AOU ekstraktov, pridobljenih pri ekstrakciji 2-krat po 
1 uro in 2-krat po 2 uri, so pri ekstraktih nefermentirane paste enake (0,47 mM), pri 
ekstraktih fermentirane paste pa se, tako kot pri vsebnosti SF, zelo podobne, tj. pri 
časovnem parametru 2-krat po 1 uro 0,66 mM pri parametru 2-krat po 2 uri 0,63 mM. 
Slika 11: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) etanolnih ekstraktov v odvisnosti od trajanja ekstrakcije pri temperaturi ekstrakcije – vodne 
kopeli 40 °C ( 2 × 0,5 h., 2 × 1 h in 2 × 2 h) 
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Na podlagi najvišjih vrednosti SF in AOU v etanolnih ekstraktih, pridobljenih z ekstrakcijo 
v vodni kopeli pri 40 °C, 2-krat po pol ure in zelo podobnih vrednostih SF in AOU vodnih 
ekstraktov glede na trajanje ekstrakcije smo se odločili, da  je najbolj optimalna ekstrakcija 
2-krat po pol ure.  
Na podlagi rezultatov optimizacije (število stopenj ekstrakcije, načini ekstrakcije, 
ekstrakcijska topila, temperatura in trajanje ekstrakcije) smo se odločili, da bomo 
ekstrakcijo izvajali v vodni kopeli s stresanjem pri temperaturi 40 °C, in sicer 2-krat po pol 
ure. 
4.2 SKUPNE FENOLNE SPOJINE IN ANTIOKSIDATIVNA UČINKOVITOST 
EKSTRAKTOV PRED IN PO MLEČNOKISLINSKI FERMENTACIJI 
V nadaljevanju smo ugotavljali vsebnost SF in AOU nefermentirane in z dvema različnima 
vrstama mlečnokislinskih bakterij (Lb. plantarum in ali Lb. brevis) fermentirane paste 
A.  platensis. Pasto biomase smo fermentirali različno dolgo (0, 24, 48 in 72 ur). Biomasa 
je bila pridobljena iz dveh šarž žetja. 
 Vpliv uporabe različnih biomas A. platensis 4.2.1
Preverjali smo razliko v vsebnosti SF in AOU v pasti biomase 2, požete dne 10.11.2017 in 
biomase 3, požete dne 26.1.2018. Pasti obeh biomas sta bili fermentirani z 
mlečnokislinskimi bakterijami vrste Lb. plantarum.  
Rezultati vsebnosti SF in AOU ekstraktov nefermentirane paste (n = 4)  so podane kot 
povprečne vrednosti meritev ekstraktov nefermentirane paste (n = 2) in paste z dodanim 
Slika 12: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) vodnih ekstraktov v odvisnosti od šarže žetja biomase A. platensis, fermentirane z Lb. plantarum 
(B2 – biomasa 6.11.17; B3- biomasa 3.2.18) 
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inokulumom (0 ur) (n = 2). Rezultati fermentirane paste (n = 6) pa so podani kot povprečje 
vrednosti meritev 24, 48 in 72 ur fermentirane paste pri posameznem ekstrakcijskem topilu 
(Slika 12 in Slika 13). 
Slika 12A prikazuje razliko v vsebnosti SF v vodnih ekstraktih biomase 2 in biomase 3. 
Vodni ekstrakti, pridobljeni iz paste biomase 2, kažejo višjo vsebnost SF kot ekstrakti, 
pridobljeni iz paste biomase 3. Vsebnost SF v ekstraktih nefermentirane paste iz biomase 2 
tako znaša 4,85  mM, pri enakih ekstraktih biomase 3 pa 4,12 mM. V ekstraktih 
fermentirane paste smo v ekstraktih paste biomase 2 izmerili 3,64 mM, v ekstraktih paste 
biomase 3 pa 2,72 mM SF.  
Slika 12B prikazuje razliko v AOU vodnih ekstraktov biomase 2 in biomase 3. Pri vodnih 
ekstraktih nefermentirane paste imajo ekstrakti iz paste biomase 3 podobno AOU (1,44 
mM) kot ekstrakti iz paste biomase 2 (1,39 mM). Tudi ekstrakti fermentirane paste iz 
biomase 3 (0,98  mM) imajo podobno AOU kot ekstrakti iz paste biomase 2 (1,04 mM).  
Slika 13A prikazuje razliko v vsebnosti SF v etanolnih ekstraktih paste biomase 2 in 
biomase 3. Etanolni ekstrakti fermentirane paste, pridobljeni iz paste biomase 2, kažejo 
višjo vsebnost SF kot ekstrakti, pridobljeni iz paste biomase 3. Vsebnost SF pri ekstraktih 
fermentirane paste iz biomase 2 tako znaša 1,23 mM, pri ekstraktih iz biomase 3 pa 0,91 
mM SF. Pri ekstraktih nefermentirane paste so vrednosti podobne, saj smo v ekstraktih 
paste biomase 2 določili 0,73 mM SF, v ekstraktih paste biomase 3 pa 0,63 mM SF. 
Slika 13: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) etanolnih ekstraktov v odvisnosti od šarže žetja biomase A. platensis, fermentirane z 
Lb.  plantarum (B2 – biomasa 6.11.17; B3- biomasa 3.2.18) 
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Slika 13B prikazuje razliko v AOU etanolnih ekstraktov paste biomase 2 in biomase 3. Pri 
ekstraktih nefermentirane paste imajo ekstrakti iz paste biomase 3 nekoliko višjo AOU 
(0,49  mM) kot ekstrakti iz biomase 2 (0,40 mM). Ekstrakti fermentirane paste pa se glede 
na biomaso ne razlikujejo, saj smo ekstraktom iz biomase 2 določili skoraj enako AOU 
(0,69 mM), kot ekstraktom iz biomase 3 (0,68 mM). 
Ker so razlike v AOU in SF med ekstrakti biomase 2 in biomase 3 v nekaterih primerih 
zelo majhne v nekaterih pa jih celo ni, lahko zaključimo, da se biomasa 2 in biomasa 3 
med seboj ne razlikujeta in sta dovolj ponovljivi. 
 Vpliv trajanja fermentacije 4.2.2
Ugotavljali smo tudi razlike v vsebnosti SF in AOU med ekstrakti različno dolgo 
fermentiranih past (0, 24, 48 in 72 ur). Rezultati vsebnosti SF in AOU vodnih oz. etanolnih 
ekstraktov pri različnem trajanju fermentacije so podani kot povprečne vrednosti meritev 
SF in AOU ekstraktov biomase 2 (Lb. plantarum) (n = 4), biomase 3 (Lb. plantarum) (n = 
4) in biomase 3 (Lb. brevis) (n = 4) ob posameznem času trajanja fermentacije (n = 12) in 
ekstrakcijskem topilu (Slika 14 in Slika 15). 
Slika 14A prikazuje razlike v vsebnosti SF v vodnih ekstraktih fermentirane paste glede na 
trajanje fermentacije. Razvidna je razlika med časom 0 h in ostalimi časi trajanja 
fermentacije, ki se med seboj ne razlikujejo. Tako smo v vodnih ekstraktih pri času 0 ur 
izmerili najvišjo vsebnost SF, tj. 4,53 mM. Vsebnost SF v ekstraktih 24 ur (2,96 mM), 48 
ur (3,02 mM) in 72 ur (2,86 mM) fermentirane paste pa se ne razlikuje. 
Slika 14: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) vodnih ekstraktov v odvisnosti od trajanja fermentacije 
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Slika 14B prikazuje razlike v AOU vodnih ekstraktov fermentirane paste pri različnih časih 
trajanja fermentacije. Tako kot vsebnost SF je tudi AOU najvišja pri ekstraktih 0 ur 
fermentirane paste (1,45 mM), čemur sledijo med seboj podobne vrednosti ekstraktov 24 
ur (0,93  mM), 48 ur (1,00 mM) in 72 ur (0,95 mM) fermentirane paste. 
Slika 15A prikazuje razlike v vsebnosti SF v etanolnih ekstraktih fermentirane paste pri 
različnih časih trajanja fermentacije. Tako kot pri vodnih ekstraktih je razvidna razlika v 
vsebnosti SF med časom 0 h in ostalimi časi trajanja fermentacije, katerih vrednosti se med 
seboj le malo razlikujejo. Tako je pri etanolnih ekstraktih, obratno kot pri vodnih, vrednost 
SF pri času 0 ur najmanjša (0,69  mM), pri časih 24 ur (0,96 mM), 48 ur (1,03 mM) in 72 
ur (1,01 mM) pa so si vrednosti, tako kot pri vodnih ekstraktih, med seboj zelo podobne in 
znotraj eksperimentalne napake. 
Slika 15B prikazuje razlike v AOU etanolnih ekstraktov fermentirane paste pri različnem 
trajanju fermentacije. Tako kot pri vodnih ekstraktih je razvidna razlika v AOU med časom 
0  ur in ostalimi časi trajanja fermentacije, katerih vrednosti se med seboj le malo 
razlikujejo. Tako je pri etanolnih ekstraktih, obratno kot pri vodnih, vrednost AOU pri času 
0 ur najmanjša (0,49 mM), pri časih 24 ur (0,69 mM), 48 ur (0,66 mM) in 72 ur (0,64 mM) 
pa tako kot pri vodnih ekstraktih zelo podobna. 
Zaključimo lahko, da se izmerjene vrednosti SF in AOU med različno dolgim trajanjem 
fermentacije le malo razlikujejo. Lahko zaključimo, da sama fermentacija pozitivno vpliva 
na vsebnost in učinkovitost antioksidantov, topnih v etanolu, in negativno na vsebnost in 
učinkovitost vodotopnih antioksidantov. 
Slika 15: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) etanolnih ekstraktov v odvisnosti od trajanja  fermentacije 
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 Vpliv različnih vrst mlečnokislinskih bakterij rodu Lactobacillus 4.2.3
Zanimala nas je tudi razlika v vsebnosti SF in AOU med ekstrakti biomase 3, fermentirane 
z mlečnokislinskimi bakterijami vrste Lb. plantarum, in ekstrakti biomase 3, fermentirane 
z  mlečnokislinskimi bakterijami vrste Lb. brevis. Rezultati vsebnosti SF in AOU 
ekstraktov nefermentirane paste (n = 8) pri posameznem ekstrakcijskem topilu so podani 
kot povprečne vrednosti meritev ekstraktov nefermentirane (n = 4) in z dodanim 
inokulumom (0 ur) (n =  4) fermentirane paste biomase 3 (Lb. plantarum), oz. biomase 3 
(Lb. brevis). Rezultati fermentirane paste (n = 12) pa so prikazane kot povprečje vrednosti 
meritev SF in AOU ekstraktov 24 (n  = 4), 48 (n = 4) in 72 ur (n = 4) fermentirane paste 
biomase 3 (Lb.  plantarum) oz. biomase 3 (Lb. brevis) pri posameznem ekstrakcijskem 
topilu (Slika 16 in Slika 17).  
Slika 16A prikazuje razliko v vsebnosti SF v vodnih ekstraktih biomase 3, fermentirane z 
dvema različnima vrstama mlečnokislinskih bakterij rodu Lactobacillus (Lb. plantarum ali 
Lb. brevis).  Ekstrakti, fermentirani z Lb. plantarum (2,72 mM), nakazujejo podobno 
vsebnost SF, kot tisti, fermentirani z Lb. brevis (2,49  mM). 
Slika 16B prikazuje razliko v AOU vodnih ekstraktov biomase 3, fermentirane z dvema 
različnima vrstama mlečnokislinskih bakterij rodu Lactobacillus (Lb. plantarum ali 
Lb.  brevis). Ekstrakti, fermentirani z Lb.  plantarum (0,98 mM), imajo podobno kot 
vsebnost SF tudi podobno AOU kot tisti, fermentirani z Lb. brevis (0,85 mM). 
Slika 16: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) vodnih ekstraktov v odvisnosti od uporabljenega mikroorganizma za fermentacijo (Lb. 
plantarum; Lb. brevis) 
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Slika 17A prikazuje razliko v vsebnosti SF v etanolnih ekstraktih biomase 3, fermentirane 
z dvema različnima vrstama mlečnokislinskih bakterij rodu Lactobacillus (Lb. plantarum 
ali Lb. brevis). Etanolnim ekstraktom, fermentiranim z Lb. plantarum smo izmerili višjo 
vsebnost  SF (0,91 mM), kot tistim fermentiranim z Lb. brevis (0,80 mM). 
Slika 17B prikazuje razliko v AOU etanolnih ekstraktov biomase 3, fermentirane z dvema 
različnima vrstama mlečnokislinskih bakterij rodu Lactobacillus (Lb. plantarum in 
Lb.  brevis). Ekstrakti, fermentirani z Lb.  plantarum (0,68 mM), imajo podobno AOU kot 
tisti, fermentirani z Lb. brevis (0,62 mM). 
Ker je razlika v vsebnosti SF med ekstrakti biomase 3, fermentirane z Lb. plantarum, in 
biomase 3, fermentirane z Lb. brevis, le pri etanolnih ekstraktih, drugje pa ni razlik, lahko 
zaključimo, da je med samimi organizmi, ki vodijo fermentacijo, le malo razlik v končnih 
vrednostih SF in AOU. Kljub temu lahko sklepamo, da se malo več antioksidantov in 
fenolnih spojin tvori pri fermentaciji z bakterijami vrste Lb. plantarum. 
 Polarnost antioksidantov 4.2.4
Določali smo polarnost antioksidantov, ekstrahiranih iz paste A. platensis. Rezultati 
vsebnosti SF in AOU ekstraktov nefermentirane paste (n = 24) pri posameznem 
ekstrakcijskem topilu so podani kot povprečne vrednosti meritev ekstraktov 
nefermentirane in z dodanim inokulumom (0 ur) fermentirane paste biomase 2 (Lb. 
plantarum) (n = 8), biomase 3 (Lb. plantarum) (n = 8) in biomase 3 (Lb. brevis) (n = 8). 
Slika 17: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) etanolnih ekstraktov v odvisnosti od uporabljenega mikroorganizma za fermentacijo (Lb. 
plantarum; Lb. brevis) 
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Rezultati fermentirane paste (n = 36) pa kot povprečja vrednosti meritev SF in AOU 
ekstraktov 24, 48 in 72 ur fermentirane paste biomase 2 (Lb.  plantarum) (n = 12), biomase 
3 (Lb. plantarum) (n = 12) in biomase 3 (Lb. brevis) (n =  12) pri posameznem 
ekstrakcijskem topilu (Slika 18). 
Slika 18A prikazuje vsebnost SF v vodnih in etanolnih ekstraktih nefermentirane in 
fermentirane paste A. platensis. Tako imajo vodni ekstrakti nefermentirane paste (4,38 
mM) višjo vsebnost SF  kot ekstrakti fermentirane paste (2,95 mM). Pri etanolnih 
ekstraktih je ravno obratno, in sicer imajo ekstrakti fermentirane paste (1,00 mM) višjo 
povprečno vsebnost SF kot ekstrakti nefermentirane paste (0,66 mM). Če primerjamo 
vodne in etanolne ekstrakte nefermentirane paste, vidimo, da imajo vodni ekstrakti (4,38 
mM) skoraj sedemkrat višjo vsebnost SF kot etanolni ekstrakti (0,66 mM). Vodni ekstrakti 
fermentirane paste (2,95 mM) pa imajo le trikrat višjo vsebnost SF od etanolnih (1,00 
mM). 
Slika 18B prikazuje AOU vodnih in etanolnih ekstraktov nefermentirane in fermentirane 
paste. Tako kot vsebnost SF imajo vodni ekstrakti nefermentirane paste (1,40 mM) tudi 
višjo AOU od ekstraktov fermentirane paste (0,96 mM). Obratno je pri etanolnih 
ekstraktih, kjer smo v ekstraktih fermentirane paste (0,66 mM) določili višjo AOU kot v 
ekstraktih nefermentirane paste (0,46 mM). Razlika v AOU vodnih in etanolnih ekstraktih 
nefermentirane in fermentirane paste je manjša kot razlika v vsebnosti SF. Tako imajo 
vodni ekstrakti nefermentirane paste (1,40 mM) le trikrat višjo AOU od etanolnih (0,46 
mM), vodni ekstrakti fermentirane paste (0,96 mM) pa le 1,5-krat višjo AOU kot etanolni 
(0,66 mM). 
Slika 18: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) vodnih ter etanolnih ekstraktov nefermentirane (NF) in fermentirane paste (F) 
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Rezultati kažejo, da je v pasti A. platensis prisotnih več polarnih (vodotopnih) kot manj 
polarnih (topnih v etanolu) antioksidantov, kar nakazuje višja vsebnost SF in višja AOU 
vodnih ekstraktov tako nefermentirane kot fermentirane paste v primerjavi z etanolnimi 
ekstrakti. Med fermentacijo se vsebnost polarnih antioksidantov zmanjša, medtem ko se 
očitno tvorijo manj polarni antioksidanti, saj smo v etanolnih ekstraktih fermentirane paste 
določili več antioksidantov kot v ekstraktih nefermentirane paste. 
4.3 SKUPNE FENOLNE SPOJINE IN ANTIOKSIDATIVNA UČINKOVITOST V    
KONCENTRIRANIH EKSTRAKTIH 
Različno pridobljene ekstrakte paste smo posušili in jih raztopili v manjši količini topila, 
kar je primerno za nadaljnje raziskave (npr. uporaba ekstraktov na kvasnih celicah). Vodne 
ekstrakte smo zamrznili in topilo odstranili v liofilizatorju, etanolne pa izpareli na 
rotavaporju. Iz 8 g paste smo pridobili približno 31,1 mL ekstrakta. Slika 19 prikazuje 
vsebnost suhe snovi (s.s) v 20 mL vodnih oziroma etanolnih ekstraktov. Rezultati 
vsebnosti SF in AOU ekstraktov nefermentirane paste (n = 12) pri posameznem 
ekstrakcijskem topilu so podani kot povprečne vrednosti meritev liofiliziranih, oz. na 
rotavaporjem uparjenih ekstraktov nefermentirane in z dodanim inokulumom fermentirane 
paste biomase 2 (Lb.  plantarum) (n  =  4), biomase 3 (Lb. plantarum) (n = 4) in biomase 3 
(Lb. brevis) (n  =  4). Rezultati fermentirane paste (n = 18) pa kot povprečja vrednosti 
meritev s.s v liofiliziranih oz. na rotavaporju uparjenih ekstraktih 24, 48 in 72 ur 
fermentirane paste biomase 2 (Lb. plantarum) (n = 6), biomase 3 (Lb. plantarum) (n = 6) in 
biomase 3 (Lb.  brevis) (n = 6), pri posameznem ekstrakcijskem topilu.  
Slika 19: Vsebnost suhe snovi (s.s) v 20 mL vodnih (A) in etanolnih (B) ekstraktov 
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Slika 19A prikazuje razliko v vsebnosti s.s v 20 mL liofiliziranih vodnih ekstraktih 
nefermentirane in fermentirane paste. Ekstrakti nefermentirane paste vsebujejo višjo 
vsebnost s.s kot ekstrakti fermentirane paste. Tako vsebnost s.s v 20 mL ekstraktov 
nefermentirane paste znaša 570 mg, v 20 mL ekstraktov fermentirane pa 392 mg.  
Slika 19B prikazuje razliko v vsebnosti suhe snovi (s.s) v 20 mL na rotavaporju uparjenih 
etanolnih ekstraktov nefermentirane in fermentirane paste. Nasprotno kot pri liofiliziranih 
vodnih ekstraktih imajo etanolni ekstrakti fermentirane paste višjo vsebnost s.s kot 
ekstrakti nefermentirane paste. Tako vsebnost s.s v 20 mL ekstraktov fermentirane paste 
znaša 287  mg, nefermentirane pa 224 mg. Ker smo v okviru eksperimentalne napake, tega 
ne moremo z gotovostjo trditi. 
Ugotovili smo, da je podobno kot pri vsebnosti SF in AOU ekstraktov v vodnih ekstraktih 
več s.s. v ekstraktih nefermentirane kot v ekstraktih fermentirane paste. Pri etanolnih 
ekstraktih je prav tako kot pri vsebnosti SF in AOU več s.s. v ekstraktih fermentirane 
paste, česar zaradi eksperimentalne napake ne moremo z gotovostjo trditi.  
 Vodni ekstrakti 4.3.1
Vodne ekstrakte smo liofilizirali pri temperaturi -49 °C in podtlaku ~ 0,070 mbar. 
Posušene ekstrakte smo nato raztopili v dH2O na koncentracijo 50 mg s.s./mL. Slika 20 
prikazuje vsebnost SF in AOU v koncentriranih vodnih ekstraktih. Slika 21 pa prikazuje 
razliko v vsebnosti SF in AOU osnovnih vodnih ekstraktov (pred sušenjem) in 
koncentriranih vodnih ekstraktov (po sušenju), preračunanih tako, kot če bi jih raztopili 
Slika 20: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) v koncentriranih (50 mg/mL) vodnih ekstraktih 
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nazaj v enaki količini topila. Rezultati vsebnosti SF in AOU liofiliziranih ekstraktov 
nefermentirane paste (n = 24) so podani kot povprečne vrednosti meritev liofiliziranih 
ekstraktov nefermentirane in z dodanim inokulumom fermentirane paste biomase 2 
(Lb.  plantarum) (n = 8), biomase 3 (Lb.  plantarum) (n =8) in biomase 3 (Lb. brevis) (n = 
8). Rezultati fermentirane paste (n  =  36) pa kot povprečja vrednosti meritev SF in AOU 
liofiliziranih ekstraktov 24, 48 in 72 ur fermentirane paste biomase 2 (Lb. plantarum) 
(n  =  12), biomase 3 (Lb. plantarum) (n = 12) in biomase 3 (Lb. brevis) (n = 12) (Slika 20 
in Slika  21). 
Slika 20A prikazuje vsebnost SF v koncentriranih vodnih ekstraktih nefermentirane in 
fermentirane paste. Vrednosti ekstraktov nefermentirane in fermentirane paste so si med 
seboj podobne (eksperimentalna napaka). Vodni ekstrakti nefermentirane paste tako 
vsebujejo 7,09 mM SF, ekstrakti fermentirane pa 6,57 mM SF.  
Slika 20B prikazuje AOU koncentriranih vodnih ekstraktov nefermentirane in fermentirane 
paste. Tako kot pri vsebnosti SF je AOU ekstraktov nefermentirane in fermentirane paste 
podobna (eksperimentalna napaka). Vodni ekstrakti nefermentirane paste tako vsebujejo 
3,16 mM AOU, ekstrakti fermentirane paste pa 2,67 mM.  
Slika 21A prikazuje razliko v vsebnosti SF med osnovnimi vodnimi ekstrakti in 
koncentriranimi vodnimi ekstrakti, katerih vrednosti smo preračunali v take, kot če bi jih 
nazaj raztopili v enaki količini topila. Vsebnost SF v osnovnih ekstraktih tako 
nefermentirane kot tudi fermentirane paste je podobna vsebnosti v koncentriranih 
Slika 21: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) v osnovnih in koncentriranih vodnih ekstraktih 
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ekstraktih (eksperimentalna napaka). Tako smo v osnovnih ekstraktih nefermentirane paste 
določili 4,38 mM SF, v koncentriranih pa 4,05 mM SF. Osnovni ekstrakti fermentirane 
paste so vsebovali 2,95 mM SF, koncentrirani pa 2,57 mM SF. 
Slika 21B prikazuje razliko v AOU med osnovnimi vodnimi ekstrakti in koncentriranimi 
vodnimi ekstrakti, katerih vrednosti smo preračunali v take, kot če bi jih nazaj raztopili v 
enaki količini topila. Kot vsebnost SF je tudi AOU osnovnih ekstraktov nefermentirane in  
fermentirane paste podobna AOU koncentriranih ekstraktov (eksperimentalna napaka). 
Tako smo v osnovnih ekstraktih nefermentirane paste določili AOU 1,40 mM, v 
koncentriranih pa 1,16 mM. Pri ekstraktih fermentirane paste pa smo v osnovnih in 
koncentriranih ekstraktih izmerili enako AOU (0,96  mM).  
Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko sklepamo, da se med postopkom liofilizacije 
izgubi le malo antioksidantov, kar je razvidno zelo podobnih vsebnosti SF in AOU 
osnovnih in koncentriranih ekstraktov. Zaradi zelo primerljivih rezultatov lahko rečemo da 
je bil izbrani postopek odstranjevanja topila ustrezen. 
 Etanolni ekstrakti 4.3.2
Etanolne ekstrakte smo izparevali na rotavaporju pri temperaturi 40 °C in podtlaku 
58 mbar. Posušene ekstrakte smo nato raztopili v dimetil sulfoksidu (DMSO) na 
koncentracijo 100  mg s.s./mL. Slika 22 prikazuje vsebnost SF in AOU v koncentriranih 
etanolnih ekstraktih. Slika 23 pa prikazuje razliko v vsebnosti SF in AOU osnovnih 
etanolnih ekstraktov (pred sušenjem) in koncentriranih etanolnih ekstraktov (po sušenju), 
Slika 22: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) v koncentriranih (100 mg/mL) etanolnih ekstraktih 
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preračunanih tako, kot če bi jih raztopili nazaj v enaki količini topila. Rezultati vsebnosti 
SF in AOU na rotavaporju uparjenih ekstraktov nefermentirane paste (n = 24) so podani 
kot povprečne vrednosti meritev na rotavaporju uparjenih ekstraktov nefermentirane in z 
dodanim inokulumom fermentirane paste biomase 2 (Lb. plantarum) (n = 8), biomase 3 
(Lb.  plantarum) (n =8) in biomase 3 (Lb. brevis) (n = 8). Rezultati fermentirane paste (n = 
36) pa kot povprečja vrednosti meritev SF in AOU na rotavaporju uparjenih etanolnih 
ekstraktov 24, 48 in 72 ur fermentirane paste biomase 2 (Lb. plantarum) (n = 12), biomase 
3 (Lb.  plantarum) (n = 12) in biomase 3 (Lb. brevis) (n = 12) (Slika 22 in Slika 23). 
Slika 22A prikazuje vsebnost SF v koncentriranih etanolnih ekstraktih nefermentirane in 
fermentirane paste. Vrednosti ekstraktov nefermentirane in fermentirane paste so si med 
seboj podobne (eksperimentalna napaka). Etanolni ekstrakti nefermentirane paste tako 
vsebujejo 5,15 mM SF, ekstrakti fermentirane pa 6,38 mM SF.  
Slika 22B prikazuje AOU koncentriranih etanolnih ekstraktov nefermentirane in 
fermentirane paste. Tako kot pri vsebnosti SF je AOU ekstraktov nefermentirane in 
fermentirane paste podobna (eksperimentalna napaka). Etanolni ekstrakti nefermentirane 
paste tako vsebujejo 3,73 mM AOU, ekstrakti fermentirane paste pa 3,85 mM.  
Slika 23A prikazuje razliko v vsebnosti SF med osnovnimi etanolnimi ekstrakti in 
koncentriranimi etanolnimi ekstrakti, katerih vrednosti smo preračunali v take, kot če bi jih 
nazaj raztopili v enaki količini topila. Vsebnost SF v osnovnih ekstraktih tako 
nefermentirane kot tudi fermentirane paste je podobna vsebnosti v koncentriranih 
ekstraktih (eksperimentalna napaka). Tako smo v osnovnih ekstraktih nefermentirane paste 
Slika 23: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) (A) in troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost 
(TEAC) (B) v osnovnih in koncentriranih etanolnih ekstraktih 
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določili 0,66 mM SF, v koncentriranih pa 0,57 mM SF. Osnovni ekstrakti fermentirane 
paste so vsebovali 1,00 mM SF, koncentrirani pa 0,92 mM SF.  
Slika 23B prikazuje razliko v AOU med osnovnimi etanolnimi ekstrakti in koncentriranimi 
etanolnimi ekstrakti, katerih vrednosti smo preračunali v take, kot če bi jih nazaj raztopili v 
enaki količini topila. Kot vsebnost SF je tudi AOU osnovnih ekstraktov nefermentirane in  
fermentirane paste podobna AOU koncentriranih ekstraktov (eksperimentalna napaka). 
Tako smo v osnovnih ekstraktih fermentirane paste določili AOU 0,66 mM, v 
koncentriranih pa 0,55 mM. Pri ekstraktih nefermentirane paste smo v osnovnih ekstraktih 
določili AOU 0,46 mM, v koncentriranih ekstraktih pa 0,42  mM.  
Na podlagi dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da se med postopkom uparevanja na 
rotavaporju, tako kot z liofilizacijo, izgubi le malo antioksidantov, kar je razvidno zelo 
podobnih vsebnosti SF in AOU osnovnih in koncentriranih ekstraktov. Zaradi zelo 
primerljivih rezultatov lahko rečemo da je bil izbrani postopek odstranjevanja topila, tako 
kot pri vodnih ekstraktih, ustrezen. 
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5           RAZPRAVA 
5.1 OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJE 
Da bi prodobili kar največ antioksidantov, prisotnih v nefermentirani in fermentirani pasti 
A. platensis, smo v prvem delu naše raziskave opravili optimizacijo ekstrakcije. Pri tem 
smo najprej preverili, kako na njeno učinkovitost vpliva število stopenj ekstrakcije 
(enostopenjska ali dvostopenjska). Ugotavljali smo tudi, kakšen je delež polarnih in manj 
polarnih antioksidantov, tako da smo kot ekstrakcijska topila uporabili destilirano vodo 
(dH2O), mešanico 96 % etanola in dH2O v razmerju 70 : 30 (v/v) in 96 % etanol. 
Ekstrakcijo smo izvedli na tri načine: v ultrazvočni kopeli, v vodni kopeli pri različnih 
temperaturah in pri sobni temperaturi s stresanjem. Ugotavljali smo tudi, kako trajanje 
ekstrakcije vpliva na njeno učinkovitost. Prisotnost antioksidantov smo v ekstraktih 
preverili tako, da smo določali vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) in antioksidativno 
učinkovitost (AOU). 
Naši rezultati so pokazali zelo podobne vrednosti glede na stopnje ekstrakcije. Nekoliko 
višjo vsebnost SF smo določili le pri ekstraktih nefermentirane paste, pridobljenih z 
dvostopenjsko ekstrakcijo. Vsebnost SF in AOU sta odvisni tudi od izbire ekstrakcijskega 
topila, pri čemer smo najvišjo vsebnost SF in AOU določili v vodnih ekstraktih, kar 
pomeni, da je v pasti več polarnih antioksidantov. Vodnim ekstraktom smo določili 
približno 3-krat višjo vsebnost SF in približno 5-krat višjo AOU kot tistim, ki smo jih 
pripravili z etanolom ali mešanico topil. Na podlagi teh rezultatov smo se odločili za dve 
ekstrakcijski topili, in sicer dH2O in 96 % etanol. Vodni ekstrakti imajo namreč tako 
najvišjo vsebnost SF kot tudi najvišjo AOU, s 96 % etanolom pa smo ekstrahirali manj 
polarne antioksidante. AOU pa je v etanolnih ekstraktih tudi višja kot v ekstraktih, ki smo 
jih pripravili z mešanico topil. Način, s katerim smo uspeli ekstrahirati kar največ 
antioksidantov, je ekstrakcija v vodni kopeli s stresanjem pri temperaturi 40 °C, 2-krat po 
pol ure. Kjub temu, da se je za najboljšo ekstrakcijo etanolnih ekstraktov izkazala 
temperatura 76 °C, smo se zaradi majhnih razlik in manjše porabe časa za pripravo kopeli 
odločili za ekstrakcijo pri 40 °C. Pri višji temperaturi je tudi lahko problematično 
izhlapevanje etanola, kar lahko vpliva na lažno visoke vsebnosti SF in večjo AOU. 
5.2 SKUPNE FENOLNE SPOJINE IN ANTIOKSIDATIVNA UČINKOVITOST 
EKSTRAKTOV PRED IN PO MLEČNOKISLINSKI FERMENTACIJI  
V nadaljevanju smo ugotavljali vsebnost SF in AOU nefermentirane in z dvema različnima 
vrstama mlečnokislinskih bakterij rodu Lactobacillus (Lb. plantarum ali Lb. brevis) 
fermentirane paste A. platensis. Pasto biomase smo fermentirali različno dolgo (0, 24, 48 in 
72 ur). Biomasa je bila pridobljena iz dveh šarž žetja. 
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Rezultati naših meritev so pokazali, da so razlike v AOU med ekstrakti biomase 2 in 
biomase 3 večinoma zelo majhne (znotraj eksperimentalne napake). Tako lahko 
povzamemo, da se biomasa 2 in biomasa 3 med seboj bistveno ne razlikujeta in sta dovolj 
dobro ponovljivi. Nekoliko večje razlike smo opazili le pri vsebnosti SF, kjer smo določili 
1,16-krat višjo vsebnost SF v vodnih in 1,37-krat višjo vsebnost SF v etanolnih ekstraktih 
paste biomase 2. Izmerjene vrednosti SF in AOU med različno dolgim trajanjem 
fermentacije (24, 48, 72 h) se med seboj malo razlikujejo. Razlika je le med omenjenimi in 
časom 0, iz katere lahko zaključimo, da sama fermentacija pozitivno vpliva na vsebnost 
antioksidantov, topnih v etanolu, in negativno na vsebnost vodotopnih antioksidantov. Ker 
so razlike v vsebnosti SF in AOU med ekstrakti biomase 3, fermentirane z Lb. plantarum, 
in biomase 3, fermentirane z Lb. brevis, zelo majhne in znotraj eksperimentalne napake, 
lahko zaključimo, da je med samimi organizmi, ki vodijo fermentacijo, le malo razlik v 
končnih vrednostih SF in AOU. Kljub temu lahko sklepamo, da se malo več 
antioksidantov in fenolnih spojin tvori pri fermentaciji z bakterijami Lb. plantarum. 
Rezultati kažejo, da je v pasti A. platensis prisotnih več polarnih (vodotopnih) kot manj 
polarnih (topnih v etanolu) antioksidantov, kar nakazuje višja vsebnost SF in višja AOU 
vodnih ekstraktov tako nefermentirane kot fermentirane paste v primerjavi z etanolnimi 
ekstrakti. Med fermentacijo se je vsebnost polarnih antioksidantov zmanjšala za približno 
1,47-krat, medtem ko so se očitno tvorili manj polarni antioksidanti, saj smo v etanolnih 
ekstraktih fermentirane paste določili približno 1,47-krat več antioksidantov kot v 
ekstraktih nefermentirane paste. 
Pridobljene podatke smo želeli primerjati z že objavljenimi raziskavami. Ker je tema zelo 
specifična, je neposredna primerjava otežena, saj smo v naši raziskavi merili AOU in 
vsebnost SF v ekstraktih fermentirane A. platensis. Poleg tega je v zvezi s to temo 
objavljenih le malo raziskav. 
Herrero in sod. (2005) so v svoji raziskavi poskušali optimizirati ekstrakcijo antioksidantov 
iz A. platensis. Mikroalge, uporabljene v raziskavi, so bile posušene na zraku z vsebnostjo 
vode 6 %. Za ekstrakcijo so uporabili štiri ekstrakcijska topila, tj. heksan, petrol eter, 
etanol in vodo. Ekstrakcija je potekala pri različnih temperaturah in različno dolgo. Za 
najbolj optimalno se je izkazala ekstrakcija pri najvišji temperaturi, tj. 170 °C, in 
najdaljšem trajanju ekstrakcije (15 min). Za najbolj optimalno ekstrakcijsko topilo se je 
izkazal etanol z najvišjim iznosom antioksidantov v ekstraktih. Čeprav so imeli ekstrakti s 
heksanom in petrol etrom malce višjo AOU, ima etanol status GRAS in je zato primeren za 
uporabo v živilski industriji. Rezultat ni skladen z našo raziskavo, saj naši rezultati kažejo 
boljši izkoristek ekstrakcije in višjo AOU ekstraktov z uporabo dH2O kot ekstrakcijskim 
topilom. Prav tako smo v naši raziskavi določili višje vrednosti SF in AOU pri uporabi 
nižje ekstrakcijske temperature. Vodnim ekstraktom nefermentirane paste, ekstrahiranim 
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pri 40 °C smo določili 1,6-krat višjo vsebnost SF in AOU kot tistim, ekstrahiranim pri 76 
°C. Vodnim ekstraktom fermentirane paste, ekstrahiranim pri 40 °C, pa smo določili 2,3-
krat višjo vsebnost SF in AOU kot pri tistih, ekstrahiranih pri 76 °C. Pri etanolnih 
ekstraktih nefermentirane in fermentirane paste sta bili vsebnost SF in AOU pri 40 °C in 
76 °C zelo podobni in v okviru eksperimentalne napake. 
Liu in sod. (2011) so ugotavljali AOU in vsebnost SF spojin A. platensis, fermentirane z 
mlečnokislinskimi bakterijami za uporabo v kozmetični industriji. Seve različnih vrst 
mlečnokislinskih bakterij so nacepili v sveže kravje mleko in jih nato 24 ur inkubirali pri 
temperaturi 37 °C. Po inkubaciji so v mleko dodali še posušeno biomaso A. platensis v 
razmerju 6 : 1 in inkubirali še nadaljnjih 48 ur. Po končani fermentaciji so ferment 
prefiltrirali in zamrznili. Vzorce so centrifugirali in supernatantom določili AOU z metodo 
prostega radikala DPPH·. V raziskavi so ugotovili, da je AOU fermentirane A. platensis 
bistveno višja od nefermentirane kontrolne skupine. Pri fermentirani A. platensis 
(33,61  mg/g, podano kot ekvivalent galne kisline) so določili tudi višjo vsebnost SF, ki naj 
bi se v primerjavi z nefermentirano (19,47 mg/g, podano kot ekvivalent galne kisline) 
povečala za kar 1,73-krat. Tako naj bi fermentirana A. platensis v primerjavi z 
nefermentirano vsebovala več polifenolov. Med samo fermentacijo naj bi prišlo do 
pretvorbe fikocianina v fikocianobilin, ki naj bi imel višjo AOU. Rezultati kažejo na 
biorazgradnjo celične stene cianobakterij in s tem sproščanje manjših molekul z 
antioksidativnimi lastnostmi. Rezultati se skladajo z rezultati naše raziskave pri etanolnih 
ekstraktih, pri katerih smo fermentirani pasti določili 1,47-krat višjo vsebnost SF in AOU. 
Pri vodnih ekstraktih pa je ravno nasprotno, saj smo določili 1,47-krat višjo vsebnost SF in 
AOU v nefermentirani pasti A. platensis. Poudariti je potrebno, da v prej opisani raziskavi 
niso pripravili ekstraktov, pač pa so analizirali kar supernatant, potem ko so A. platensis 
odstranili s centrifugiranjem. To pomeni, da so dejansko določali le antioksidante, ki so se 
pri fermentaciji izločili v gojišče in ne tistih, ki so se nahajali v samem organizmu A. 
platensis, kar smo določali mi pri našem delu.  
5.3 SKUPNE FENOLNE SPOJINE IN ANTIOKSIDATIVNA UČINKOVITOST V    
KONCENTRIRANIH EKSTRAKTIH 
Različno pridobljene ekstrakte paste smo posušili in jih raztopili v manjši količini topila, 
kar je primerno za nadaljnje raziskave (npr. uporaba ekstraktov na kvasnih celicah). Vodne 
ekstrakte smo zamrznili in topilo odstranili v liofilizatorju, etanolne pa izpareli na 
rotavaporju. Ugotovili smo, da je podobno kot pri vsebnosti SF in AOU ekstraktov v 
vodnih ekstraktih več suhe snovi (s.s.) v ekstraktih nefermentirane kot v ekstraktih 
fermentirane paste. Pri etanolnih ekstraktih je prav tako kot pri vsebnosti SF in AOU več 
s.s. v ekstraktih fermentirane paste.  
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Vodne ekstrakte smo liofilizirali pri temperaturi  -49 °C in podtlaku ~ 0,070 mbar. 
Posušene ekstrakte smo nato raztopili v dH2O na koncentracijo 50 mg s.s./mL. Na podlagi 
pridobljenih rezultatov lahko sklepamo, da se med postopkom liofilizacije nekaj 
antioksidantov izgubi, kar je razvidno iz manjše vsebnosti SF in AOU koncentriranih 
ekstraktov. Ker so razlike majhne in hkrati znotraj eksperimentalnih napak, tega z 
gotovostjo ne moremo trditi. Višja vsebnost SF in AOU koncentriranih ekstraktov je 
sorazmerna količini topila, kar pomeni, da je bil izbrani postopek odstranjevanja topila 
ustrezen. 
Etanolne ekstrakte smo izparevali na rotavaporju pri temperaturi 40 °C in podtlaku 
58 mbar. Posušene ekstrakte smo nato raztopili v dimetil sulfoksidu (DMSO) na 
koncentracijo 100  mg s.s./mL. Na podlagi dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da se med 
postopkom uparevanja na rotavaporju, tako kot z liofilizacijo, nekaj antioksidantov izgubi. 
To je razvidno iz manjše vsebnosti SF in manjše AOU koncentriranih ekstraktov. Ker so 
tudi tu razlike majhne in znotraj eksperimentalnih napak, tega z gotovostjo ne moremo 
trditi. Višja vsebnost SF in AOU koncentriranih ekstraktov je sorazmerna količini topila, 
kar pomeni, da je bil izbran postopek odstranjevanja topila ustrezen. 
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6           SKLEPI 
Na podlagi dobljenih rezultatov analiz magistrskega dela lahko podamo naslednje sklepe: 
- Optimalni pogoji ekstrakcije so: dvostopenjska ekstrakcija v vodni kopeli pri 
temperaturi 40 °C, 2-krat po pol ure z uporabo ekstrakcijskega  topila, in sicer 
destilirana voda ali 96 % etanol.  
- Razlika v vsebnosti skupnih fenolnih spojin (SF) in antioksidativna učinkovitost 
(AOU) ob različnih časih požete biomase 2 in biomase 3 je večinoma zanemarljiva 
(dobra ponovljivost), nekoliko se razlikujejo le vsebnosti SF.  
- Med ekstrakti različno dolgo fermentirane paste (24, 48 oz. 72 ur) ni bistvenih 
razlik v vsebnosti SF in AOU.  
- Vsebnost SF in AOU je pri ekstraktih, fermentiranih z Lb. plantarum in tistih, 
fermentiranimi z Lb. brevis zelo podobna. 
- V pasti A. platensis je prisotnih več polarnih (vodotopnih) kot manj polarnih 
(topnih v etanolu) antioksidantov. 
- Med fermentacijo se vsebnost vodotopnih antioksidantov zmanjša, medtem ko se 
vsebnost v etanolu topnih antioksidantov poveča. 
- Vodni ekstrakti vsebujejo več suhe snovi (s.s.) kot etanolni ekstrakti, pri čemer 
vsebujejo vodni ekstrakti nefermentirane paste več s.s. kot fermentirane; pri 
etanolnih ekstraktih je ravno obratno. 
- Postopek liofilizacije in izparevanje na rotavaporju zelo malo vplivata na količino 
antioksidantov, ki se za malenkost zmanjša. 
Na podlagi zgoraj naštetih ugotovitev lahko: 
- delno potrdimo prvo hipotezo, saj je vsebnost SF in AOU pri etanolnih ekstraktih 
paste A. platensis po mlečnokislinski fermentaciji večja kot pred fermentacijo. 
Hipoteza je delno ovržena, ker je pri vodnih ekstraktih vsebnost SF in AOU paste 
A.  platensis po mlečnokislinski fermentaciji manjša kot pred fermentacijo; 
- potrdimo drugo hipotezo, saj se je izkazalo, da je vsebnost SF in AOU ekstraktov 
različna glede na število stopenj ekstrakcije, način ekstrakcije (ultrazvočna kopel, 
vodna kopel in stresanje na sobni temperaturi), izbrano ekstrakcijsko topilo, 
temperaturo in trajanje ekstrakcije. Za najbolj optimalno se je izkazala 
dvostopenjska ekstrakcija v vodni kopeli pri temperaturi 40 °C, dvakrat po pol ure; 
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- ovržemo tretjo hipotezo, saj se vsebnost SF in AOU ekstraktov glede na uporabo 
različnih mlečnokislinskih bakterij za fermentacijo le malo razlikujeta. Prav tako so 
razlike med različno dolgo fermentiranimi pastami zanemarljive. 
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7           POVZETEK 
V magistrskem delu smo optimizirali postopek ekstrakcije nefermentirane in fermentirane 
paste A. platensis in primerjali vsebnost skupnih fenolnih spojin (SF) in antioksidativno 
učinkovitost (AOU) ekstraktov nefermentirane paste z ekstrakti fermentirane paste. 
A.  platensis je bila požeta konec leta 2017 (biomasa 2) in na začetku leta 2018 (biomasa 3) 
na farmi spiruline Severino Becagli v Toskani. V okviru drugega magistrskega dela (Nik 
Mahnič) je bila nativna biomasa A. platensis s 23 % suhe snovi razredčena s fiziološko 
raztopino v razmerju 1 : 1 (pasta) in nato  fermentirana z dvema različnima vrstama 
mlečnokislinskih bakterij rodu Lactobacillus (Lb. plantarum ali Lb. brevis). SF smo 
določali po metodi Folin-Ciocalteu, tako da smo ekstraktom spektrofotometrično določili 
koncentracijo kot ekvivalent galne kisline v mmol/L. AOU smo določali z metodo prostega 
radikala DPPH· in spektrofotometrično določili koncentracijo kot ekvivalent troloksa v 
mmol/L. 
Ekstrakcijo smo optimizirali z uporabo različnih stopenj ekstrakcije (enostopenjska, 
dvostopenjska), različnih načinov ekstrakcije (ultrazvočna kopel, vodna kopel in stresanje 
na sobni temperaturi), različnih ekstrakcijskih topil (destilirana voda (dH2O), mešanica 
96  % etanola in dH2O v razmerju 70 : 30 (v/v) in 96 % etanol), različnih temperatur (26 
°C, 40  °C in 76 °C) in trajanja ekstrakcije (dvakrat po pol ure, dvakrat po eno uro in 
dvakrat po dve uri). Na podlagi rezultatov določanja SF in AOU se je za najbolj optimalno 
izkazala ekstrakcija v vodni kopeli pri 40 °C, dvakrat po pol ure z dH2O ali 96 % etanolom 
kot ekstrakcijskima topiloma. 
Zanimalo nas je, ali obstajajo razlike med različnimi časi žetja biomase (biomasa 2 in 
biomasa 3), uporabljenimi vrstami mlečnokislinskih bakterij rodu Lactobacillus za 
fermentacijo (Lb. plantarum ali Lb. brevis), različnim trajanjem fermentacije (24, 48 in 
72  ur) in uporabljenimi ekstrakcijskimi topili (dH2O, 96 % etanol). Ugotovili smo, da se 
biomasi med seboj bistveno ne razlikujeta, tako da je žetje dobro ponovljivo. Tudi uporaba 
različnih vrst mlečnokislinskih bakterij rodu Lactobacillus ne pripelje do bistveno različnih 
rezultatov. Lahko pa rečemo, da smo malce višjo vsebnost SF določili ekstraktom paste, 
fermentirane z Lb. plantarum. Med različno dolgo fermentiranimi pastami ni bilo razlik, 
kar nakazuje, da se vse zgodi v prvih 24 urah fermentacije. Z dH2O kot ekstrakcijskim 
topilom smo dobili ekstrakte z višjo vsebnostjo SF in višjo AOU kot s 96 % etanolom. 
Najvišjo vsebnost SF in AOU smo izmerili v vodnih ekstraktih nefermentirane paste (4,38 
mM SF in AOU 1,40 mM), najmanjšo pa v etanolnih ekstraktih nefermentirane paste (0,66 
mM SF in AOU 0,46 mM). Pri vodnih ekstraktih smo višjo vsebnost SF in večjo AOU 
določili ekstraktom nefermentirane paste, medtem ko so imeli etanolni ekstrakti 
fermentirane paste višjo vrednost kot nefermentirane. Tako lahko rečemo, da se med 
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fermentacijo količina polarnih antioksidantov zmanjša, medtem ko se vsebnost manj 
polarnih antioksidantov zviša. 
Na koncu smo ekstrakte posušili in jih ponovno raztopili v manjši količini topila. Vodne 
ekstrakte smo posušili v liofilizatorju, etanolne pa uparili na rotavaporju. Vodne ekstrakte 
smo nato z dH2O raztopili na koncentracijo 50 mg s.s./mL. Etanolne ekstrakte smo 
raztopili v dimetil sulfoksidu na koncentracijo 100 mg s.s/mL. Koncentriranim ekstraktom 
smo prav tako določili vsebnost SF in AOU in jih primerjali z izvornimi ekstrakti. 
Ugotovili smo, da so vrednosti koncentriranih ekstraktov v primerjavi z osnovnimi le malo 
nižje. 
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PRILOGE 
PRILOGA A  
Shema optimizacije ekstrakcije (z rdečo so označeni najbolj optimalni parametri)
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PRILOGA B 
Z metodo Folin–Ciocalteu izmerjene absorbance za pripravo umeritvenih krivulj in 
umeritveni krivulji za ekstrakte paste A. platensis 
Priloga B1: Umeritvena krivulja za vodne ekstrakte 
Preglednica B1: Količina dodane galne kisline, vrednosti izmerjenih absorbanc pri 765 nm in molarna 
koncentracija galne kislini pri določeni količini dodatka 
0,45 mM galna kislina [µL] Ā [765 nm] c [mM ] 
25 0,20 0,020 
50 0,39 0,030 
75 0,57 0,050 
100 0,74 0,060 
120 0,89 0,070 
150 1,05 0,090 
175 1,20 0,110 
200 1,33 0,120 
 
Ā – povprečje izmerjenih absorbanc (n = 2) 
c – množinska koncentracija 
 
 
Slika B1: Umeritvena krivulja za vodne ekstrakte pri metodi Folin–Ciocalteu 
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Priloga B2: Umeritvena krivulja za etanolne ekstrakte  
Preglednica B2: Količina dodane galne kisline, vrednosti izmerjenih absorbanc pri 765 nm in molarna 
koncentracija galne kislini pri določeni količini dodatka 
0,450 mM galna kislina [µL] Ā [765 nm] c [mM ] 
25 0,24 0,020 
50 0,48 0,030 
75 0,72 0,050 
100 0,94 0,060 
120 1,15 0,070 
150 1,35 0,090 
175 1,51 0,110 
200 1,64 0,120 
 
Ā – povprečje izmerjenih absorbanc (n = 2) 
c – množinska koncentracija 
 
  
Slika B2: Umeritvena krivulja za etanolne ekstrakte pri metodi Folin–Ciocalteu 
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PRILOGA C 
Absorbcijski spektri vodnih in etanolnih ekstaktov paste A. platensis in standarda DPPH· 
(DPPH – slepi vzorec raztopine DPPH v metanolu; VZ H20 – vodni ekstrakti; VZ EtOH – 
etanolni ekstrakti) 
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PRILOGA D 
Z metodo DPPH· izmerjene absorbance za pripravo umeritvenih krivulj in umeritveni 
krivulji za ekstrakte paste A. platensis 
Priloga D1: Umeritvena krivulja za vodne ekstrakte 
Preglednica D1: Količina dodanega troloksa, vrednosti izmerjenih absorbanc pri 550 nm in molarna 
koncentracija troloksa pri določeni količini dodatka 
1,10 mM troloks [µL] Āsl – Ā (550 nm) c [mM ] 
5 0,07 0,11 
10 0,19 0,22 
15 0,24 0,33 
20 0,32 0,45 
25 0,41 0,56 
30 0,49 0,67 
35 0,57 0,78 
40 0,64 0,89 
45 0,74 1,00 
50 0,79 1,11 
 
Ā – povprečje absorbanc (n = 2) 
Āsl – povprečje absorbanc slepih vzorcev = 0,83 (n=2) 
c – množinska koncentracija 
  
Slika D1: Umeritvena krivulja za vodne ekstrakte pri metodi DPPH· 
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Priloga D2: Umeritvena krivulja za etanolne ekstrakte 
Preglednica D2: Količina dodanega troloksa, vrednosti izmerjenih absorbanc pri 550 nm in molarna 
koncentracija troloksa pri določeni količini dodatka 
1,10 mM troloks [µL] Āsl – Ā (550 nm) c [mM ] 
5 0,07 0,11 
10 0,15 0,22 
15 0,24 0,33 
20 0,32 0,45 
25 0,42 0,56 
30 0,50 0,67 
35 0,59 0,78 
40 0,68 0,89 
45 0,77 1,00 
50 0,80 1,11 
 
Ā – povprečje absorbanc (n = 2) 
Āsl – povprečje absorbanc slepih vzorcev = 0,83 (n=2) 
c – množinska koncentracija 
 
Slika D2: Umeritvena krivulja za etanolne ekstrakte pri metodi DPPH· 
